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V strokovni literaturi se pogosto pojavljajo vprašanja o varnosti in učinkovitosti cepljenja 
pri otrocih z avtoimunskimi boleznimi, ki prejemajo imunosupresivno terapijo, ki 
zmanjšuje delovanje imunskega odziva. Raziskave so pokazale, da je cepljenje z mrtvimi 
cepivi pri teh otrocih priporočljivo in brez tveganj tudi pri otrocih z juvenilnim idiopatskim 
artritisom (JIA). Manj podatkov je o varnosti in učinkovitosti cepljenja otrok, ki prejemajo 
imunosupresivno terapijo z živimi cepivi (Borte in sod., 2009). 
 
1.1 OPREDELITEV PROBLEMA 
Po eni strani je za otroke, ki prejemajo imunosupresivno terapijo cepljenje še bolj 
pomembno, saj so zanje lahko usodne že okužbe, ki jih zdravi otroci prebolijo brez 
posledic. Necepljeni otroci morajo v 96 urah po stiku z noricami prejeti hiperimune 
gamaglobuline za zaščito pred izbruhom bolezni, ki bi zanje lahko bila tudi smrtna. 
Prisoten je konstanten strah pred okužbami, poleg tega hiperimuni gamaglobulini 
predstavljajo velik strošek in tveganje za razvoj alergije. Po drugi strani pa je prisoten tudi 
strah pred tem, kako se bo cepljenje obneslo pri neučinkovitem imunskem odzivu.  
V naši raziskavi nas je zanimalo predvsem, če se po cepljenju proti noricam otrok z JIA, ki 
prejemajo imunosupresivno terapijo, izoblikuje učinkovit T celični odziv. Z vzorci 
pacientov, ki so sodelovali v naši raziskavi so že opravili študijo o vplivu cepljenja proti 
noricam na protitelesni odziv. Izkazalo se je, da je cepljenje proti noricam za te otroke 
varno, saj v daljšem obdobju po cepljenju ni prišlo do poslabšanja stanja JIA ali 
kakršnihkoli drugih zapletov. Po cepljenju se je izoblikoval učinkovit protitelesni odziv, 
vendar se je nivo protiteles dolgoročno tako zmanjšal, da ni več nudil zaščite pred okužbo. 
Upali smo, da bi T celični odziv dolgoročno lahko nadomestil neučinkovit protitelesni 
odziv in zagotovil ustrezno zaščito proti noricam. 
 
1.2 NAMEN NALOGE 
Glavni namen magistrske naloge je bil vpeljava učinkovite metode za ugotovitev, ali se po 
cepljenju otrok z avtoimunsko boleznijo JIA, ki prejemajo imunomodulatorno terapijo, 
izoblikuje učinkovita celično posredovana imunost proti virusu varičele zostra (angl. 
varicella zoster virus - VZV). Želeli smo ovrednotiti metodo, ki smo jo izdelali, ugotoviti 
njene pomanjkljivosti in podati predloge za izboljšanje. 
Želeli smo ugotoviti, če je cepljenje proti noricam otrok z JIA, ki prejemajo 
imunosupresivno terapijo lahko učinkovito (in omogoča organizacijo aktivnega T 
celičnega odziva) tudi v primeru oslabljenega imunskega sistema. 
Zanimalo nas je, če je T celični odziv prisoten pri imunokompromitiranih otrocih z JIA, ki 
niso bili cepljeni proti noricam, vendar so le te uspešno preboleli in če so kakšne razlike v 
Breznikar E. Varnost in učinkovitost cepljenja proti noricam pri otrocih… ki prejemajo imunomodulatorno terapijo.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018 
 
2 
učinkovitosti imunskega odziva v primerjavi z imunokompromitiranimi otroci z JIA, ki so 
bili cepljeni proti noricam. 
Po stimulaciji s peptidi HHV-3 smo imeli namen spremljati citokinski T celični odziv 
(citokin IFN-γ in IL-2) imunokompromitiranih otrok z JIA, ki so bili cepljeni proti 
noricam, ugotoviti kateri citokini se sproščajo v začetnih in kateri v kasnejših fazah 
imunskega odziva ter iz tega sklepati o učinkovitosti citokinskega odziva. Zato smo 
primerjali citokinski odziv citotoksičnih limfocitov in T celic pomagalk pri otrocih, ki so 
bili cepljeni v zadnjem letu in otrocih, ki so bili cepljeni pred več kot enim letom.  
Prav tako pa smo, po stimulaciji s peptidi HHV-3, pri imunokompromitiranih otrocih z 
JIA, ki so bili cepljeni proti noricam merili količino izraženih receptorjev CTLA-4 in PD-
1, ki zavirajo imunski odziv proti lastnim molekulam in s tem preprečujejo avtoimunost. 
Zanimalo nas je, če so kakšne razlike v izražanju zaviralnih receptorjev med otroci, ki so 
bili cepljeni v zadnjem letu in otroci, ki so bili cepljeni pred več kot enim letom in če so 
kakšne razlike v izražanju zaviralnih receptorjev med otroci, ki bili odzivni na cepljenje 
proti noricam in otroci, ki na cepljenje proti noricam niso bili odzivni. 
 
1.3 DELOVNE HIPOTEZE 
- Predvidevali smo, da bomo vpeljali učinkovito metodo stimulacije PBMC 
imunokompromitiranih otrok z JIA s peptidi HHV-3 ter merjenja koncentracije 
posameznih zunaj in znotrajceličnih označevalcev imunskih celic in citokinov po 
stimulaciji, na podlagi česar bomo lahko ugotovili, če je pri imunokompromitiranih otrocih 
z JIA prišlo do izoblikovanja T celičnega odziva.  
- Glede na podatke v literaturi smo predpostavili, da se bo pri otrocih z JIA, ki 
prejemajo imunomodulatorna zdravila, kljub imunski oslabelosti izoblikoval T celični 
odziv. Aktivacijo T celičnega odziva, po stimulaciji s peptidi HHV-3, smo pričakovali 
predvsem pri otrocih, ki niso bili cepljeni proti noricam, ampak so le te že preboleli, kar 
pomeni, da so že imeli izoblikovan imunski odziv na virus. Upali smo, da bo tudi cepljenje 
otrok proti noricam omogočilo stimulacijo T celičnega odziva. 
- Izločanje citokina IL-2 v večjih količinah je bolj značilno za začetne faze 
imunskega odziva, v kasnejših fazah imunskega odziva pa njegova količina upade in se 
poveča količina citokina IFN-γ, ki se na začetku imunskega odziva še ne izloča. Zato smo 
pri otrocih, ki so bili cepljeni proti noricam v zadnjem letu pričakovali več limfocitov T, ki 
izločajo IL-2 in ne izločajo IFN-γ in pri otrocih, ki so bili cepljeni proti noricam pred več 
kot enim letom več limfocitov T, ki izločajo IFN-γ in ne izločajo IL-2. 
- Nismo pričakovali posebnih statističnih razlik v izražanju zaviralnih celičnih 
receptorjev CTLA-4 in PD-1 med imunokompromitiranimi otroci z JIA, ki so bili cepljeni 
v zadnjem letu in imunokompromitiranimi otroci z JIA, ki so bili cepljeni pred več kot 
enim letom. 
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- Predvidevali pa smo, da bo več izraženega zaviralnega receptorja CTLA-4 pri 
imunokompromitiranih otrocih z JIA, ki niso bili odzivni na cepljenje proti noricam, saj 
ima CTLA-4 večjo vlogo v zgodnji fazah imunskega odziva. In predvidevali smo, da bo 
več izraženega zaviralnega receptorja PD-1, pri imunokompromitiranih otrocih z JIA, ki so 
bili odzivni na cepljenje proti noricam, saj ima PD-1 večjo vlogo v kasnejših fazah 
imunskega odziva. 
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2 PREGLED OBJAV 
V tem poglavju smo zbrali dejstva in podatke, ki so ključni za razumevanje naše raziskave. 
Povedali smo nekaj splošnih značilnosti o imunskem odzivu, imunskih celicah in imunskem 
odzivu na viruse. Razložili smo nastanek avtoimunskih bolezni in opisali JIA. Nato smo se 
osredotočili na delovanje cepiv in povzeli znana dejstva o cepljenju otrok z JIA. Raziskovali 
smo cepljenje otrok z JIA proti noricam, zato smo predstavili tudi virus varičele zostra. Ali je 
po cepljenju prišlo do učinkovitega T celičnega odziva, smo določali na podlagi označevalcev 
celičnih površinskih molekul in citokinov, zato smo opisali tudi delovanje in nekaj značilnosti 
le teh. 
 
2.1 SPLOŠNE ZNAČILNOST IMUNSKEGA SISTEMA 
Imunski sistem je zelo kompleksna organizacija različnih celic, tkiv in organov, ki 
sodelujejo pri prepoznavi in uničenju nevarnih patogenov oz. mikroorganizmov, ki 
povzročajo okužbe (Madigan in sod., 2009). Obramba, ki jo zagotavlja imunski sistem je 
sestavljena iz mehanskih preprek ter bioloških in kemijskih snovi, s katerimi naš 
organizem deluje proti tujkom za katere oceni, da nam lahko škodujejo. To oceni na 
podlagi izkušenj, ki smo jih pridobili na različne načine in glede na to ločimo dva različna 
imunska odziva. Prvi temelji na podlagi lastnih izkušenj oz. imunskega spomina in ga 
imenujemo pridobljeni imunski odziv. Drugi pa temelji na pridobivanju izkušenj na ravni 
vrste skozi evolucijo in ga imenujemo prirojeni imunski odziv. Oba sistema sta povezana 
med sabo ter neprestano komunicirata in se dopolnjujeta (Omersel in Božič, 2017; 
Madigan in sod, 2009). 
 
2.1.1 Pridobljena oz. naravna imunost 
Pri prirojeni oz. naravni imunosti gre za hiter odziv, v prvi liniji obrambe, ki takoj in 
nespecifično (podoben odziv ne glede na to, za kateri tujek gre) odreagira na patogen ali 
njegov produkt, ki ga prepozna za telesu škodljivega. Med prirojeno imunost uvrščamo 
fizične in kemične prepreke, ki poskušajo onemogočiti vdor patogenov v telo. Če le tem 
vseeno uspe, preko kože ali sluznice, prodreti v telo, imajo glavno vlogo fagociti, ki 
zajamejo, ubijejo in uničijo patogene. Prisotnih je več različnih fagocitov, ki lahko uničijo 
večino patogenov (Madigan in sod., 2009). Pri začetni interakciji in prepoznavi tujka ima 
pomembno vlogo komplementni sistem. To je filogenetsko stara oblika obrambe, 
sestavljena iz 34 serumskih beljakovin, ki se zaporedno aktivirajo in na koncu izoblikujejo 
litični kompleks, ki uniči tujek (Kotnik, 2010). Odstranjevanje tujkov spremlja tudi vnetje, 
ki je sestavljeno iz zaporednih reakcij, ki na mestu okvare tkiva močno okrepijo njegovo 
obrambno zmožnost. Poveča se prekrvavljenost tkiva in prepustnost kapilar, kar omogoči 
prehod protiteles, zaščitnih proteinov in komplementa iz žil na mesto okužbe (Ihan in 
Kotnik, 2002; Madigan in sod., 2009). Pri naravni odpornosti sodelujejo še naravne celice 
ubijalke - NK celice (angl. natural killer cells), ki se aktivirajo z interferoni, vežejo na 
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okužene celice in jih ubijejo. Poleg tega interferoni povečajo odpornost normalnih celic 
proti virusnim infekcijam. Ti mehanizmi sodelujejo tudi pri specifični imunosti (Vozelj, 
2000). 
 
2.1.2 Pridobljena oz. specifična imunost 
Prirojena imunost vedno ne uspe zagotoviti popolne zaščite pred patogeni, ki so tekom 
evolucije razvili številne mehanizme, s katerimi se skušajo izogniti imunskemu odzivu. 
Tukaj pride na vrsto pridobljena ali specifična imunost, za katero so ključni limfociti B in 
limfociti T (Kraigher in sod., 2011). Naivni limfociti, ki še niso imeli stika z antigeni imajo 
na površini receptorje, ki prepoznavajo tuje antigene. Celice, ki prikazujejo antigene, ki so 
tarča za limfocite na svoji membrani, imenujemo antigen predstavljajoče celice (APC) – to 
so makrofagi, limfociti B in dendritične celice. Antigene prikazujejo v sodelovanju z 
molekulami poglavitnega histokompatibilnostnega kompleksa MHC (angl. major 
histocompatibility complex) (Ihan, 2002a; Kraigher in sod., 2011). Ko se antigen in 
limfocit  povežeta,  pride do proliferacije (zelo hitrega razmnoževanja) specifičnih 
limfocitov in v nekaj dneh nastane zelo veliko število limfocitov z enakimi antigenskimi 
receptorji, ki lahko odstranijo antigen. Ko pride do ponovnega srečanja organizma z 
enakim antigenom, so limfociti z ustreznimi receptorji že prisotni in pride do močnejšega 
in hitrejšega imunskega odziva. Specifične limfocite, ki ostanejo po prvem stiku z nekim 
tujkom imenujemo spominski limfociti, ob ponovni okužbi pa se le ti diferencirajo v 
efektorske celice, in sicer limfociti T v aktivirane citotoksične T celice, limfociti B pa v 
plazmatke, ki proizvajajo številna protitelesa (Kraigher in sod., 2011). 
 
2.1.2.1 Limfociti B 
Tako kot druge krvne celice nastanejo limfociti B iz hematopoetskih matičnih celic v 
kostnem mozgu. Zreli limfociti B, ki imajo na svoji membrani vezane receptorje – na 
membrano vezana protitelesa, specifična za določen antigen, se sprostijo v kri. Ko pride do 
prvega srečanja med limfocitom B, ki še ni bil v stiku z nobenim antigenom in specifičnim 
antigenom, ki se ujema z njegovim receptorjem, se limfociti B začnejo hitro razmnoževati. 
Nato sledi diferenciacija v spominske celice, ki preidejo v mirujočo obliko in so lahko 
dolga leta prisotne v telesu ter plazmatke, ki so kratkožive efektorske celice. Plazmatke 
izločajo v kri in mezgo velike količine protiteles proti specifičnemu antigenu, ki so enaka 
kot protitelesa na njihovi površini. Glavna naloga protiteles je uničenje mikroorganizmov, 
ki se nahajajo izven celic (zunajcelični mikroorganizmi in mikroorganizmi, ki se selijo iz 
celice v celico) in nevtralizacija njihovih toksinov. Uničenje mikroorganizmov lahko 
izvedejo na več načinov, in sicer tako, da blokirajo določene receptorje na njihovi površini 
in jim s tem preprečijo vstop v celice, se vežejo na njihovo površino in omogočajo 
fagocitom, da jih prepoznajo in uničijo (obsonizacija) ali aktivirajo komplementni sistem 
(Tucker in Tedder, 2008; Vozelj, 2000; Ihan, 2002a). 
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2.1.2.2 T celice pomagalke in citotoksični limfociti T 
Limfociti T prav tako nastajajo v kostnem mozgu, le da nato potujejo v timus, kjer 
dokončno dozorijo, kar pomeni, da na svoji membrani pridobijo T celični receptor. S tem 
receptorjem lahko prepoznajo antigen, če je vezan z membranskimi proteini antigen 
predstavljajočih celic, ki jih imenujemo MHC molekule. Ko T limfocit, ki še ni bil v stiku 
z nobenim antigenom sreča antigen, ki je povezan z MHC molekulo, se začne 
razmnoževati in se diferencira v spominske T celice in različne efektorske celice. Najbolj 
poznane efektorske celice so T celice pomagalke in citotoksične T celice, ki se med seboj 
razlikujejo po membranskih glikoproteinih oz. receptorjih za antigene (Vozelj, 2000; Ihan, 
2002a).  
T celice pomagalke najprej, s svojim CD4 receptorjem, prepoznavajo MHC II molekule na 
makrofagih. Makrofagi z endocitozo požirajo tujke in jih razgrajujejo v lizosomih 
(Kraigher in sod., 2011; Gutcher in Becher, 2007). Lizosomu se pridruži vezikel, ki ima na 
notranji strani molekule MHC II, s katerimi se povežejo delci razgrajenih tujkov. 
Kompleks se nato zlije z zunanjo celično membrano (Janeway in sod., 2005). T celice 
pomagalke, vezane na MHC II molekule, s svojim antigenskimi receptorji ugotovijo, če je 
na MHC II molekulo vezan kakšen tuj peptid. Ob prepoznavi tujega peptida, se aktivirajo 
geni za sintezo citokinov, ki skrbijo za nadaljnjo organizacijo imunskega odziva. V tej fazi 
je zelo pomemben citokin IL-2, saj deluje na razmnoževanje limfocitov B in citotoksičnih 
limfocitov T in preko povratne zanke zavira razmnoževanje T celic pomagalk. IL-2 
povzroča le razmnoževanje celic, ki imajo na membrani visoko afiniteti receptor za IL-2, 
ki pa zelo hitro razpade, zato je IL-2 učinkovit le v neposredni bližini teh celic. S tem je 
tudi zagotovljeno, da pride le do aktivacije tistih celic, ki so neposredno vpletene v imunski 
odziv (Kraigher in sod., 2011). Naloga T celic pomagalk je, da pomagajo drugim 
imunskim celicam pri različnih procesih, kot je npr. zorenje naivnih limfocitov B ali 
aktivacija T celic ubijalk (Gutcher in Becher, 2007). 
Citotoksični limfociti T se, s svojim CD8 receptorjem, vežejo na MHC I molekule, ki so 
prisotne na vseh telesnih celicah, ki imajo jedra (Kraigher in sod., 2011). Celice na svoji 
površini predstavljajo vse znotrajcelične peptide. Celične beljakovine se razgradijo na 
manjše peptide s pomočjo proteaz in prenesejo v lumen endoplazmatskega retikuluma. 
Tam se vežejo z novo sintetiziranimi MHC I molekulami in skupaj z njimi prenesejo na 
celično membrano (Janeway in sod., 2005). Po vezavi na MHC I lahko citotoksični 
limfociti, s svojim antigenskim receptorjem, prepoznajo tuj peptid, ki je vezan z MHC I. 
Če so na celični površini prisotni tuji peptidi, se v limfocitih T aktivirajo geni za sintezo 
IL-2. Kadar so blizu prisotne aktivirane T celice pomagalke, velika koncentracija IL-2 
povzroči, da se IL-2 veže na receptorje citotoksičnih limfocitov T za izločanje vsebine 
citotoksičnih zrnc (npr. perforin) proti okuženim celicam in povzroči njihovo uničenje. 
Citotoksični limfociti T torej ubijajo celice, okužene z znotrajceličnimi mikroorganizmi 
(Kraigher in sod., 2011). 
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Citokini so proteinske ali glikoproteinske molekule, ki omogočajo komunikacijo med 
celicami. Delujejo zelo raznoliko. Istočasno lahko delujejo na različne celice in organe. 
Spodbujajo razmnoževanje in zorenje imunskih celic, skrbijo za aktivacijo limfocitov, 
vzdržujejo ravnovesje med spodbujanjem in zaviranjem imunskega odziva in tako dalje. 
Od njih je odvisen npr. razvoj humoralnega in celičnega imunskega odziva in sprožitev 
vnetja. Izločajo jih skoraj vse imunske celice. Izločanje sprožijo različni antigeni (snov, ki 
v organizmu spodbudi imunski odziv) ali nespecifični mitogeni (snov, ki v organizmu 
spodbudi mitotično delitev celic) in je uravnano glede na količino receptorjev na površini 
tarčnih celic, na katere delujejo. Glede na količino teh receptorjev se poviša ali zniža 
njihova koncentracija. Ko se citokini izločijo iz celic, ki za to prejmejo ustrezne dražljaje, 
se vežejo s specifičnimi receptorji na membrani tarčne celice in sprožijo signal, ki se 
prenese v notranjost celice in spremeni izražanje njenih genov (slika 2). Takšna celica 
začne sproščati druge citokine, ki delujejo na druge tarčne celice in na svoji površini izrazi 
še več citokinskih receptorjev. Tako lahko citokini, ki jih izloča določen limfocit, aktiviran 
z nekim antigenom, vplivajo na različne imunske celice in uravnavajo celoten imunski 
odgovor. Njihovo izločanje je kratkotrajno, po aktivaciji določene celice se navadno 
izločajo še od nekaj ur do nekaj dni. Zaradi zelo močne vezave na membrano tarčne celice, 
lahko delujejo v zelo majhnih oz. pikomolarnih koncentracijah (Omersel in Božič, 2017; 
Vozelj, 2000). 
Različne celice proizvajajo različne citokine, kar je povezano z njihovo funkcijo. Glede na 
to jih razvrščamo v več družin: interferoni, interlevkini, kolonije spodbujajoči faktorji, 
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2.1.3.1 Interlevkin 2 (IL-2) 
Pri ljudeh je trenutno identificiranih 36 različnih interlevkinov, ki imajo različne funkcije 
in delujejo na različne celice. Večinoma spodbujajo druge celice k delitvi in 
razmnoževanju (Vozelj, 2000). 
IL-2 je citokin, ki ga sintetizirajo in izločajo aktivirani limfociti T, predvsem T celice 
pomagalke in tudi deluje predvsem na T celice. Njegovo izločanje lahko sproži določen 
antigen oz. mitogen. Ali pa njegovo izločanje spodbudi citokin interlevkin 1. Vezava IL-2 
na membranski receptor tarčne celice spodbudi razmnoževanje in dozorevanje limfocitov – 
spodbuja prehod limfocitov T iz G1 v S fazo celičnega cikla. Poleg tega spodbudi tudi 
razmnoževanje limfocitov B, naravnih celic ubijalk, monocitov itd.. (Vozelj, 2000; 
Madigan in sod., 2009). 
Slika 1: Pregled indukcije in delovanja citokinov (prirejeno po Goldsby in sod., 2000) 
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IL-2 ima osrednjo vlogo pri imunskem odgovoru in klonski proliferaciji T celic. In ravno 
zaradi tega je, sam citokin in njegov receptor, temeljito preučen v številnih študijah 
(Goldsby in sod, 2000). 
 
2.1.3.2 Interferon γ (IFN-γ) 
Interferoni so citokini, ki so še posebej pomembni pri zaviranju virusnih okužb. Vstopijo v 
celico ali pa pošljejo signal s površine do celičnega jedra, kjer se aktivirajo geni za sintezo 
drugih interferonov, ki zapustijo celico in se vežejo na druge človeške celice, v katerih 
spodbudijo sintezo encimov oz. antivirusnih proteinov (Koren in sod., 2011a; Vozelj, 
2000). 
INF-γ je pleiotropen citokin, kar pomeni, da v različnih tarčnih celicah povzroča različne 
biološke učinke. Izločajo ga aktivirane NK celice in v veliki meri limfociti T. Vpliva na 
razmnoževanje, diferenciacijo in aktivnost limfocitov T, limfocitov B in NK celic ter 
deluje tudi na neokužene celice, da postanejo odporne proti virusom, že preden jih okuži. 
Je močan aktivator makrofagov, poveča njihovo zmožnost, da ubijejo z virusi okužene 
celice (Vozelj, 2000; Madigan in sod., 2009). 
 
2.2 IMUNSKI ODZIV NA VIRUSE 
Virusi niso sposobni samostojnega razmnoževanja in se lahko razmnožujejo le znotraj 
celic. Preko specifičnih receptorjev se pritrdijo na gostiteljske celice. Tukaj lahko 
protitelesa proti virusnemu receptorju, če so prisotna preprečijo vezavo virusa. V 
nasprotnem primeru pa se virus zlije s celično membrano, izgubi plašč in sprosti svoje 
nukleinske kisline, ki nato omogočijo prepisovanje in prevajanje virusnih proteinov. Iz 
virusnih proteinov se sestavijo novi virusi, ki se sprostijo in okužijo sosednje celice. 
Imunski odziv na viruse je odvisen od vrste virusa in njegove virulentnosti (zmožnost 
inficiranja, zmožnost zadrževanja v gostitelju itd.), gostitelja in njegovih genetskih 
dejavnikov (npr. prisotnost oz. odsotnost celičnega receptorja za določen virus), vstopnega 
mesta virusa in načina širjenja oz. prehajanja virusa med celicami. Nekateri virusi so lahko 
v telesu prisotni v ne-infektivni obliki, ki se lahko kadarkoli ob padcu imunskega sistema 
spet aktivira. Na začetku je pomembna naravna imunost, ki upočasni širjenje virusov v 
telo. Ko je virus v telesu, pa se aktivira specifični imunosti odziv (Koren in sod., 2011a). 
 
2.2.1 Prepoznavanje virusnih antigenov 
Protitelesa limfocitov B prepoznavajo virusne antigene v njihovi naravni konfiguraciji. 
Receptorji na limfocitih T pa prepoznavajo virusne antigene združene z molekulami PHK, 
zasidrane v celično membrano (Koren in sod., 2011a). 
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Antigene MHC I ima na svoji površini večina človeških celic. Ko virus vstopi v celico se 
virusne beljakovine, ki so nastale iz virusne DNK, s proteolitičnimi encimi – proteazami, 
razgradijo v peptide. Prenašalne beljakovine razgrajene virusne peptide usmerijo v 
endoplazmatski retikulum, kjer se združijo z molekulami MHC I. Kompleksi MHC I in 
antigenov preko Golgijevega aparata pridejo do celične membrane (endosomska pot). 
Antigeni MHC II pa se nahajajo predvsem na površini antigen predstavitvenih celic. Te 
virus zajamejo z uvihanjem membrane, nastane fagosomski mešiček, ki se zlije z 
lizosomom, v katerem so proteolitičnimi encimi, ki virusne beljakovine razgradijo v kratke 
peptide. Ti peptidi se znotraj mešičkov povežejo z MHC II, ki vanje pridejo iz 
endoplazmatskega retikuluma ali Golgijevega aparata. Kompleksi MHC II in antigena nato 
v mešičkih pripotujejo na celično membrano (citoplazemska pot) (Madigan in sod., 2009). 
Limfociti T se aktivirajo (se začne njihova delitev in zorenje) z vezavo s specifičnimi T 
celičnimi receptorji (TCR) na kompleks antigena in MHC molekule. CD4 oz. CD8 
glikoproteini limfocitov še okrepijo to povezavo. Limfociti B pa se aktivirajo, ko se 
njihova protitelesa vežejo na virusne antigene v krvi ali mezgi. Antigene na MHC 
molekulah lahko prepoznajo tudi T celice pomagalke in makrofagi, ki po tem začnejo 
izločati citokine, ki po drugi poti aktivirajo limfocite T in B. Citokini lahko aktivirajo le 
tiste limfocite B, ki so že bili v stiku z antigenom (na katerega se odzivajo), ga razgradili in 
skupaj z MHC molekulami predstavljali na svoji površini (Koren in sod., 2011a).  
 
2.2.2 Celična imunost proti virusnim okužbam 
Pri celičnem imunskem odzivu sodelujejo T celice pomagalke, ki izločajo citokine in 
citotoksični limfociti T, ki uničujejo z virusi okužene celice (Janeway in sod., 2005). 
Ker molekule MHC virusne antigene predstavljajo na celični površini že pred 
sestavljanjem novih virusov, lahko limfociti T uspešno prekinejo njihovo razmnoževanje 
in razširjanje (Koren in sod., 2011a). Aktivnost citotoksičnih limfocitov lahko dokažemo 
3-4 dni po okužbi, največja pa je en teden po okužbi. Nato v 2-3 tednih zelo upade, saj se 
število virusov zmanjšuje, njihovo delovanje pa zavirajo tudi zaviralni limfociti. Še vedno 
pa v telesu ostanejo spominski limfociti T, ki v primeru ponovne okužbe takoj odreagirajo 
(Kurtulus in sod., 2012). 
Citotoksični limfociti so zelo pomembni pri imunskem odzivu proti virusom, vendar ne 
morejo uničiti vseh okuženih celic. Herpesvirusi lahko preprečijo predstavljanje 
kompleksov virusnih antigenov in MHC molekul. V tem primeru so pomembne K celice 
(angl. killer cells), ki se vežejo s protitelesi IgG, ki so bila predhodno pritrjena na 
membrano celic, ki so okužene z virusom in te celice raztopijo. To reakcijo imenujemo od 
protiteles odvisna, s celicami posredovana citotoksičnost (angl. antibody dependent cell-
mediated cytotoxicity – ADCC) (Koren in sod., 2011a). 
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2.2.3 Protitelesna imunost proti virusnim okužbam 
Aktivacija limfocitov B sproži diferenciacijo v plazmatke, ki izdelujejo specifična 
protitelesa za virusne antigene in spominske limfocite B, ki lahko v telesu ostanejo tudi 
celo življenje in ob ponovnem stiku z antigenom izdelajo še večjo količino protiteles. 
Plazmatke izločajo različna protitelesa. Približno teden po okužbi izločajo protitelesa IgM, 
ki so nato prisotna 1-2 meseca. Protitelesa IgG se pojavijo nekoliko kasneje, največ jih je 
približno tri tedne po okužbi, prisotna pa so še dolgo po njej in lahko tudi prehajajo preko 
posteljice iz matere v plod. Obe vrsti protiteles se nahajata v krvi in krožita po telesu. 
Protitelesa IgA so sluznična protitelesa in omogočajo lokalno zaščito pred virusnimi 
okužbami. V telesu se ohranijo nekaj mesecev. Protitelesa IgE pa se nahajajo na površini 
bazofilcev in ob vezavi z virusi začnejo sproščati kemične snovi, ki lahko povzročijo 
reakcijo preobčutljivosti (Koren in sod., 2011a; Vozelj, 2000). 
 
2.2.4 Vloga celične in protitelesne imunosti pri virusnih okužbah 
Pri preprečevanju virusnih okužb je pomembnejša celična imunost kot protitelesna, saj se 
razvije hitreje, povzroči uničenje tudi z virusi okuženih celic in sprošča citokine, ki 
omogočijo organizacijo celotnega imunskega odziva. Pri okužbah s herpesvirusi je opazna 
pomanjkljivost celične imunosti, saj se ti virusi širijo iz celice v celico in so po prvi okužbi 
prisotni v telesu v mirujoči obliki, zato se lahko, ob padcu imunskega sistema, kadarkoli 
reaktivirajo. Vloga protiteles je, da omejijo širjenje virusa po telesu (Koren in sod., 2011a; 
Vozelj, 2000). 
 
2.3 AVTOIMUNSKE BOLEZNI 
Imunska reakcija vedno sproži tudi vnetje, ki poleg tega, da pomaga odstraniti tujke, 
poškoduje tudi nekaj lastnega tkiva, vendar v tem primeru v korist lastnega organizma. O 
preobčutljivosti govorimo, kadar se sproži imunska reakcija, ki nima koristi za lasten 
organizem in mu celo škoduje. Avtoimunost sodi med preobčutljivostne reakcije, kjer se 
sproži imunski odziv proti lastnim molekulam v telesu (Ihan, 2002b). 
Avtoimunost je posledica porušenja mehanizmov, ki navadno omogočajo ločevanje med 
lastnimi in tujimi molekulami in preprečujejo imunski odziv proti lastnim molekulam. Vsi 
imamo med nezrelimi limfociti tudi takšne, ki imajo antigenske receptorje za lastne 
molekule. Zato morajo obstajati mehanizmi, ki preprečujejo odziv proti lastnim 
molekulam. Najbolj poznana mehanizma sta klonska delecija in klonska anergija (Kraigher 
in sod., 2011). 
Najpomembnejša je klonska delecija. Selekcija limfocitov T poteka v timusu. Vanj pridejo 
nezreli limfociti T iz krvi, tukaj se oblikuje njihovo antigensko vezišče (TCR) in se izrazijo 
CD4 in CD8 molekule. Dendritične celice v timusu na svoji površini izražajo molekule 
MHC I in MHC II. Preživijo in prehajajo v kri le limfociti, ki se s CD4 molekulami vežejo 
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na MHC II (iz njih se razvijejo T celice pomagalke) in limfociti, ki se z molekulami CD8 
vežejo na MHC I (iz njih se razvijejo citotoksični limfociti). Propadejo pa vsi limfociti T, 
ki prepoznajo lastne molekule. Klonska anergija pa omogoča, da se limfociti, ki 
prepoznajo lastne antigene, po tem ne aktivirajo. To se zgodi, kadar ob stiku z antigenom 
ni dodatnih signalov, ki so potrebni za njihovo aktivacijo (Ihan, 2002b; Kraigher in sod., 
2011). 
Obstajajo pa tudi študije, v katerih so ugotovili, da lahko pride do nastanka avtoprotiteles 
zaradi posttranslacijskih sprememb hipervariabilne regije protiteles (del protitelesa, ki se 
veže na antigen) zaradi oksidativne transformacije (Omersel in sod., 2008). 
 
2.3.1 Juvenilni idiopatski artritis 
JIA je najpogostejša revmatska bolezen otrok, čeprav so le te pri otrocih redke. Gre za 
avtoimunsko bolezen, ko se imunski sistem usmeri proti lastnemu antigenu in sproži 
kronično vnetje sklepov. Avtoimunska reakcija se verjetno začne s specifičnim imunskim 
odzivom, ki se mu nato pridruži še nespecifični imunski odziv. Tanka sinovijalna ovojnica, 
ki obdaja sklepe, zaradi vnetja postane debelejša, poveča se tudi količina sinovijalne 
tekočine znotraj sklepa. Lahko pride tudi do okvare sklepnega hrustanca in kosti ter 
mišične atrofije. Bolezen se pojavi pred 16. letom (zato oznaka »juvenilni«) in so vsaj šest 
tednov skupaj prisotni znaki artritisa (bolečina, mehka oteklina, pordelost in zmanjšana 
gibljivost sklepov, ki so toplejši na otip), za katerega ne poznamo vzroka (zato oznaka 
»idiopatski«). Tudi mehanizem poteka bolezni za enkrat še ni znan, kar je značilno za 
večino kroničnih vnetnih bolezni. Bolezen se pojavlja v zagonih, ločimo mirno in aktivno 
fazo JIA. V najboljšem primeru spontano izzveni v nekaj letih. Možno pa je tudi, da se 
nadaljuje s prizadetostjo vedno več sklepov, kar lahko vodi v motnje rasti in razvoja gibal 
ali v težko invalidnost. Lahko je podlaga za razvoj mnogih drugih bolezni, kot so sistemske 
bolezni veziv, vnetje raznih telesnih organov (npr. vnetne bolezni črevesja, vnetje žilnice 
oči, ki lahko pripelje do slepote itd.) (Accetto, 2002; Toplak, 2011; Juvenilni idiopatski 
artritis, 2016). 
Poznamo sedem podtipov JIA, ki se med seboj nekoliko razlikujejo. Po navadi se bolezen 
začne s prizadetostjo nekaj večjih sklepov. Na začetku so včasih lahko prisotni tudi znaki 
značilni za številne druge okužbe (povišana temperatura, bolečine, izguba teka, nemirnost 
itd.). V tem primeru gre za sistemski JIA, kjer je v zgodnji fazi bolezni prisoten tudi 
izpuščaj na zgornjem delu prstnega koša. Artritis lahko spremlja tudi luskavica ali entezitis 
(vnetje na mestih, kjer se kite priraščajo na kosti) (Toplak, 2011). 
Podtip bolezni nam pove nekaj o njenem nadaljnjem poteku in v skladu s tem tudi izvajajo 
terapijo in zdravljenje. Vendar je težko predvideti točen potek bolezni. Vemo le, da se 
bolezen pojavi pri ljudeh z genetsko pred-dispozicijo, sproži pa jo nepoznan okoljski 
dejavnik, verjetno okužba. Bolezen ni dedna, potomci bolnika imajo le povečano možnost, 
da sami zbolijo. Dejavniki, ki povzročajo bolezen so vezani tudi na spol, saj se JIA 
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pogosteje pojavlja pri deklicah. Z rastjo in razvojem mišično – skeletnega in imunskega 
sistema se spreminja tudi biološka podlaga za bolezen. Raziskave kažejo, da v primeru, ko 
JIA izzveni, limfociti T zavrejo ostale imunske celice (Acceto, 2002; Toplak, 2011; 













2.3.1.1 Diagnoza in zdravljenje juvenilnega idiopatskega artritisa 
Diagnostični testi, s katerimi bi lahko JIA potrdili, ne obstajajo. Bolezen prepoznamo 
predvsem na podlagi izkušenj, na podlagi natančne anamneze, kliničnih pregledov in 
laboratorijskih preiskav. Pomembno je zgodnje prepoznavanje JIA, da čim prej začnemo z 
imunomodulatorno terapijo (Acceto, 2002; Juvenilni idiopatski artritis, 2016). 
Ne poznamo specifičnega zdravila, s katerim bi lahko JIA pozdravili. Izvajamo 
protibolečinsko in protivnetno zdravljenje, s čimer zmanjšamo bolečino ter poskušamo 
zagotoviti otrokom normalno življenje, brez strukturne okvare sklepov. Zdravljenje je 
dolgotrajno in je podobno kot pri malignih obolenjih. Seveda pa ima terapija z zdravili, s 
katerimi želimo zmanjšati delovanje imunskega odziva, tudi številne negativne stranske 
učinke, ki povzročajo okvare lastnih tkiv in organov, poleg tega pa je zato tudi večja 
verjetnost za razne okužbe (Juvenilni idiopatski artritis, 2016). 
Na začetku zdravljenja, pri blažjih oblikah bolezni, uporabljamo nesteroidne antirevmatike 
(NSAR), s katerimi lajšamo simptome (nespecifično zavrejo vnetje, znižajo telesno 
temperaturo), ne moremo pa preprečiti okvare sklepov. Glukokortikosteroide uporabljamo, 
ko je potrebno na hitro zaustaviti vnetje, v času preden začnejo delovati imunomodulatorna 
zdravila. Imajo protivnetni in imunosupresivni učinek, zavirajo limfocite T, predvsem T 
celice pomagalke ter zavirajo produkcijo citokinov in kemokinov (Toplak, 2011; Juvenilni 
Slika 2: Oteklina okrog desnega kolenskega sklepa pri juvenilnem idiopatskem artritisu 
(Jelušić, 2005) 
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idiopatski artritis, 2016; Koren, 2013; Kahn, 2013). V primeru agresivnejših oblik bolezni 
uporabljamo DMARDs (angl. disease modifying anti-rheumatic drugs). Imunosupresiv 
metotreksat je zlati standard, ki ga uporabljamo že več kot 30 let. Je antagonist folne 
kisline, ki je potrebna za sintezo nukleinskih kislin, torej deluje kot citostatik (Koren, 2013; 
Klareskog in sod, 2004). Alternativna metotreksatu, za otroke, ki ga ne prenašajo, je 
leflunomid, ki zavira sintezo pirimidinov. Imunosupresiva sulfasalazin in ciklosporin se 
uporabljata redkeje, saj sta manj raziskana in ju bolniki načeloma slabše prenašajo. Pri 
bolnikih s hujšimi oblikami bolezni oz. bolnikih, kjer ostala zdravila ne zavrejo vnetja, 
uporabimo biološka zdravila, ki so bolj učinkovita in začnejo prej učinkovati. Biološka 
zdravila delujejo proti točno določeni molekuli. Blokirajo vnetne citokine, tako da se nanje 
vežejo ali pa jim preprečijo vezavo na specifične receptorje in tako ustavijo vnetje na točno 
določeni točki vnetne kaskade. Najbolj se uporabljajo zaviralci citokina TNF-α (angl. 
tumor necrosis factor α). To so infliksimab (himerno, mišje-človeško, monoklonsko 
protitelo, ki se specifično veže na človeški TNFα), etanercept (dimerni, humanizirani 
protein, ki deluje kot topni receptor za TNFα) in adalimumab (humanizirano monoklonsko 




S cepljenjem zagotovimo zaščito pred boleznijo in njenimi negativnimi učinki ter 
preprečujemo številne nalezljive bolezni (Kreigher in sod., 2011). 
 
2.4.1 Cepljenje in imunski odziv 
Ob prvem stiku s povzročiteljem zbolimo, ker v našem telesu še ni dovolj specifičnih 
obrambnih celic. Po okužbi se, čez nekaj časa, razvije dovolj limfocitov B in T, ki uničijo 
patogene. Limfociti se poleg efektorskih celic diferencirajo še v spominske celice, ki 
ostanejo v telesu in ob ponovni okužbi omogočijo močnejši imunski odziv, brez 
zakasnitve. V 4-7 dneh nastane dovolj velika koncentracija protiteles, da lahko zameji 
okužbo (Kraigher in sod., 2011). Vendar je za naravno povzročeno imunost potrebno 
okužbo preboleti, nekatere virusne okužbe pa povzročajo resne, lahko tudi smrtne izide 
(Koren in sod., 2011a; Kraigher in sod., 2011). Prav tako so nekateri virusi slabo 
imunogeni, nekateri pa se neprestano spreminjajo in povzročajo nove bolezni. S 
cepljenjem želimo doseči specifično imunost že pri zdravih osebah in tako preprečiti, da bi 
se kasneje v življenju razvile virusne bolezni. To naredimo tako, da v telo vnesemo 
oslabljene ali uničene viruse ali njihove sestavne dele, kar imenujemo cepiva (Koren in 
sod., 2011a). 
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Cepiva so visoko regulirani, celostni biološki pripravki za ustvarjanje zaščitnega 
imunskega odziva na okužbo (Kraigher in sod., 2011). Poznamo živa ali mrtva 
(inaktivirana) virusna cepiva (Koren in sod., 2011a).  
Živa cepiva so zelo uspešna. Sestavljena so iz živih virusov, ki imajo odstranjene ali 
inaktivirane patogene gene, zato ne morejo povzročiti bolezni. Omogočeno pa je njihovo 
razmnoževanje in spodbuda imunskega odziva. Živa cepiva so lahko sestavljena iz 
oslabljenih virusov, ki jih pridobimo z večkratnim presajanjem v celičnih kulturah, kjer 
virusi izgubijo sposobnost za virulenco. Ta metoda je precej dolgotrajna, zato v novejšem 
času pogosteje uporabljamo rekombinantna cepiva, pridobljena s tehnologijo 
rekombinacije DNK. Včasih se uporabljajo živa, neoslabljena cepiva nepatogenih virusov, 
ki izzovejo navzkrižno imunost, ki je učinkovita tudi za patogene viruse. Po vbrizganju 
inaktiviranega virusa v kri, se ta razširi po telesu. Takšno stanje je pri drugi fazi naravne 
virusne okužbe, ko virus, potem ko se razmnožuje na mestu okužbe (navadno sluznici), 
vdre v kri. Virusni delci pridejo v stik z antigen predstavitvenimi celicami in organizira se 
imunski odziv proti virusu. Ker je virus razširjen po celem telesu, je imunski odziv zelo 
močan in nastanejo dovolj velike koncentracije IgG protiteles, da lahko prehajajo iz krvi v 
sluznice. Protitelesa v sluznici preprečujejo vdor virusa v telo (Kraigher in sod., 2011; 
Koren in sod., 2011a). 
Mrtva cepiva so iz inaktiviranih virusov ali virusnih beljakovin. V zadnjih časih se 
preizkušajo tudi cepiva iz virusne nukleinske kisline (Koren in sod., 2011a). Mrtva cepiva 
omogočijo nastanek dovolj velike količine protiteles, da preprečijo širjenje virusov po 
telesu in se klinična oblika bolezni ne razvije. Ni pa jih dovolj, da bi prešla tudi v sluznice 
in preprečila že kolonizacijo z virusi. Zato lahko postane cepljenec prenašalec bolezni, sam 
pa zanjo ne zboli. V nasprotju z živimi cepivi je pri mrtvih cepivih pomembno mesto vnosa 
cepiva, saj antigeni ostanejo na tem mestu in še to ne dolgo (Kraigher in sod., 2011). 
Cepiva temeljijo na spodbujanju dovolj velikih koncentracij protiteles IgG v krvi, ki 
preprečijo okužbe z virusi. To ni težko potrditi, saj lahko protitelesa enostavno izmerimo. 
Težje je potrditi celično imunost, saj je MHC molekule, zaradi njihove raznolikosti težko 
izmeriti. Protitelesna imunost se tudi prenaša med organizmi, zato lahko protitelesa, proti 
določenemu virusu, enostavno pridobimo iz krvi in jih, v večini primerov, uporabimo za 
zaščito drugega organizma (pasivna imunizacija). Celične imunosti pa ne moramo 
prenašati med organizmi. To je dokaz, da cepiva načeloma delujejo zaradi tvorbe 
protiteles. Vseeno je zaščita večja, če se razvije tudi celični imunski odziv (Kraigher in 
sod., 2011). 
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2.4.3 Pomen cepljenja 
Cepljenje je eden največjih uspehov medicine preteklega stoletja in je pripomoglo k 
preprečevanju pojavljanja in širjenja številnih nalezljivih bolezni. Pogostost večine 
bolezni, ki se jih da preprečiti s cepljenjem se je znižala za več kot 90 %, v primerjavi z 
obdobjem pred cepljenjem. Nekatere bolezni se, zaradi uvedbe obveznega cepljenja, sploh 
ne pojavljajo več, saj se je vzpostavila kolektiva odpornost proti bolezni, ker je, zaradi 
večine imuniziranih prebivalcev, onemogočeno širjenje virusa (Kraigher, 2008; Božiček, 
2008). Po nekaterih ocenah cepljenje proti nalezljivim boleznim reši življenja treh 
milijonov otrok po celem svetu na letni ravni, z že odkritimi cepivi pa  bi lahko rešili še 
mnogo več življenj (Andre, 2003). 
 
2.4.4 Cepljenje in avtoimunske bolezni 
Kljub številnim pozitivnim učinkom, ki jih prinaša cepljenje pa se še vedno pojavljajo 
vprašanja o njegovi varnosti in učinkovitosti. Še posebej je to pomembno vprašanje pri 
bolnikih z avtoimunskimi boleznimi, ki prejemajo imunosupresivno terapijo (Heijstek in 
sod., 2011). Ti bolniki imajo oslabljen imunski sistem, zato bi lahko že antigeni, prisotni v 
cepivu, povzročili bolezen, razne zaplete ali poslabšanje bolezni JIA (Toplak, 2011). 
Opravljene so bile številne raziskave, ki so pokazale, da so bolniki, ki prejemajo 
kortikosteroide, imunomodulatorna zdravila in biološka zdravila, lahko cepljeni z mrtvimi 
cepivi. Tudi cepljenje otrok z JIA z mrtvimi cepivi je priporočljivo, ne glede na terapijo, ki 
jo imajo. Dobro je le, da se po cepljenju še preveri nivo zaščitnih protiteles proti patogenu, 
proti kateremu so izvedli cepljenje. O varnosti in učinkovitosti cepljena v primeru 
imunosupresivne terapije z živimi cepivi je na voljo manj podatkov. Vemo pa, da cepljenje 
z živimi cepivi proti ošpicam, mumpsu, rdečkam in noricam pri bolnikih, ki prejemajo 
visoke odmerke DMARDs, kortikosteroidov ali bioloških zdravil, ni priporočljivo. Vendar 
se lahko vseeno izvede, če je tveganje cepljenja manjše od tveganja za okužbo (Heijstek in 
sod., 2011). 
 
2.4.4.1 Cepljenje in juvenilni idiopatski artritis 
V raziskavi, kjer so imeli 15 bolnikov z JIA, ki so bili zdravljeni z metotreksatom ali z 
metotreksatom in etanerceptom, so ocenjevali uspešnost cepljenja proti proti ošpicam, 
mumpsu in rdečkam (OMR). Določali so koncentracijo INF-γ, ki ga proizvajajo spominske 
T celice, po »in vitro« stimulaciji z OMR antigeni, in koncentracijo zaščitnih IgG protiteles 
na cepilne viruse. Raziskava je pokazala, da nizek odmerek imunosupresivnih zdravil, ki 
so ga otroci prejeli skupaj s cepivom, ni vplival na nastanek spominskih T celic proti 
virusom v cepivu in tudi ne na nastanek virusno specifičnih IgG protiteles. Nobeden otrok, 
6 mesecev po cepljenju, ni kazal znakov okužbe z virusi, prav tako ni prišlo do poslabšanja 
bolezni JIA. Torej se je, v tem primeru, cepljenje izkazalo kot varno (Borte in sod., 2009). 
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V drugi raziskavi so imeli 25 bolnikov z JIA, od katerih jih je 13 prejemalo metotreksat in 
kortikosteroidno terapijo in 5 metotreksat in druge DMARDs. Preverjali so uspešnost 
cepljenja proti noricam. Bolniki pred cepljenjem niso imeli zaščitnih protiteles proti VZV, 
4-6 tednov po cepljenju pa jih je imelo 50 % bolnikov in eno leto po cepljenju 25 % 
bolnikov. V tem primeru niso ugotavljali, ali je cepivo vplivalo na poslabšanje JIA (Pileggi 
in sod., 2010).  
Opisanih je bilo nekaj primerov otrok, ki so prejemali biološko terapijo zaradi kronične 
vnetne črevesne bolezni, pri katerih so, po cepljenju proti noricam, normalno nastala 
protitelesa. In prav tako ni cepljenje povzročilo nobenih stranskih učinkov (Lu in 
Bousvaros., 2010). 
 
2.4.5 Cepivo proti noricam 
Prvo cepivo proti noricam so razvili v 70. letih prejšnjega stoletja na Japonskem (Učakar in 
Sočan, 2011). To je živo, oslabljeno cepivo. Sestavljeno je iz virusa varičele zostra (sev 
Oka). Razmnožujejo ga v človeških celičnih kulturah. Najprej so ga uporabljali le za 
imunizacijo oseb, ki so imele pomanjkljiv imunski odziv. Nato so naredili izboljšano, 
obstojnejšo verzijo cepiva, s katero so začeli cepiti tudi zdrave otroke, starejše od 9 
mesecev. 
Cepivo vbrizgamo v podkožje. Stranski učinki zaradi uporabe cepiva so redki. Včasih se 
pojavi rahlo povišana temperatura ali blag izpuščaj (Koren in sod., 2011a).   
Svetovna zdravstvena organizacija (SZO) je leta 1998 priporočila cepljenje z enim 
odmerkom cepiva, ki ga vbrizgamo v podkožje za države, kjer so okužbe z noricami 
pogoste, je cepljenje ekonomsko sprejemljivo in je mogoče doseči visoko stopnjo 
precepljenosti (85 – 90 %) populacije. V več kot 10 državah so obvezno cepljenje uvedli v 
cepilne programe. V ZDA je cepivo na voljo že več kot 10 let  in je za 70 – 80 % 
zmanjšalo število okužb z noricami. V Evropi obvezno cepljenje ne poteka. Je pa zelo 
priporočljivo za osebe, ki noric še niso prebolele in sodijo v skupine z večjim tveganjem za 
razvoj bolezni z zapleti. Sem sodijo osebe z različnimi boleznimi, ki so povezane z 
oslabljenim imunskim sistemom in je potrebno prejemanje kortikosteroidov ali 
imunosupresivnih zdravil (tri tedne tedne po cepljenju se teh zdravil ne sme prejemati). 
Cepljenje je priporočljivo tudi za osebe, katerih družinski člani imajo oslabljeno imunost 
ter osebe, ki noric še niso prebolele in so pogosto izpostavljene okužbam (Učakar in Sočan, 
2011; Koren in sod., 2011a). 
V Sloveniji cepljenje proti noricam ni uvrščeno v obvezni cepilni program, saj je cena 
cepiva previsoka. Sta pa na voljo monovalentno cepivo proti noricam in kombinirano 
štirivalentno cepivo proti ošpicam, mumpsu, rdečkam in noricam (Varilrix® in Priorix-
Tetra®, oba proizvaja GlaxoSmithKline). Cepljenje poteka z dvema odmerkoma cepiva, 
Breznikar E. Varnost in učinkovitost cepljenja proti noricam pri otrocih… ki prejemajo imunomodulatorno terapijo.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018 
 
18 
saj podatki predkliničnih raziskav kažejo, da sta dva odmerka cepiva bolj imunogena in 
zagotavljata boljšo zaščito kot samo eden (Učakar in Sočan, 2011; Koren in sod., 2011a).  
Cepljenje pred okužbo zaščiti 95 % zdravih prejemnikov in 80-90 % prejemnikov, ki imajo 
imunsko pomanjkljivost (Koren in sod., 2011a). V 99 % primerih pa prepreči razvoj hujših 
oblik bolezni (Koren in sod, 2011b). Osebe, ki nimajo zaščitnih protiteles, ob stiku z 
noricami zbolijo v 61 – 100 % (Učakar in Sočan, 2011).  
Cepivo proti pasavcu, ki vsebuje visok antigenski odmerek oslabljenega virusa Oka, pri 
osebah, ki so starejše od 50 let približno za polovico zmanjša pojav pasavca (Koren in sod., 
2011b). 
Pri pasivnem cepljenju proti noricam hiperimune gamaglobuline proti VZV vbrizgamo v 
mišico. To se izvaja v primeru, ko pride do stika z noricami pri osebah, ki niso cepljene 
proti noricam in imajo večje tveganje za razvoj hude oblike bolezni, kot so imunooslabeli 
otroci ali novorojenčki mamic, ki imajo norice v času poroda. V takšnih primerih vedno 
izvajamo tudi protivirusno zdravljenje, med tem ko je pri zdravih osebah okužba večinoma 
blaga in sama izzveni (Koren in sod., 2011b). 
 
2.5 VIRUS VARIČELE ZOSTRA 




VZV spada v družino herpesvirusov (Herpesviridae) in poddružino alfa-herpesvirusov 
(Alphaherpesvirinae). Nadalje ga uvrščamo v rod Varicellovirus. Uradno ime oz. ime, ki 
ga je za ta virus predpisal mednarodni komite za taksonomijo virusov je humani 
herpesvirus 3 (HHV-3) (Koren in sod., 2011b). 
 
2.5.2 Značilnosti herpesvirusov 
Herpesvirusi povzročajo okužbe ljudi in živali. Najpogosteje gre za mehurjaste izpuščaje 
kože ali sluznic. Za te viruse je značilno, da vzpostavijo vseživljenjsko okužbo, ki se nato, 
ob oslabitvi imunskega sistema, lahko ponovno aktivira. Nekateri izmed njih lahko 
sodelujejo tudi pri raznih rakavih obolenjih. Lahko povzročajo uničujoče (litične) okužbe 
ali prikrite (latentne) okužbe (Koren in sod., 2011b). 
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2.5.3 Morfologija herpesvirusov 
Morfologija različnih herpesvirusov se ne razlikuje bistveno. Osnovna zgradba je 
predstavljena na sliki 3. So okrogle oblike, njihov premer meri 150-200 nm. Obdaja jih 
lipidna ovojnica, ki izvira iz membrane Golgijevega aparata celice, ki jo ta virus okuži. V 
tej ovojnici so prisotni virusni glikoproteini, kot 8-10 nm dolge bodice, ki štrlijo iz virusne 
površine. Njihov genom je iz dvovijačne ravne, 125-240 kbp dolge DNK, ki se nahaja v 
virusni sredici. Genomi različnih herpesvirusov so si med sabo le malo podobni. DNK 
obdaja beljakovinska ikozaedrična kapsida iz 162 kapsomer. Med kapsido in zunanjo 











2.5.4 Razmnoževanje herpesvirusov 
Glikoproteini, ki se nahajajo v virusni ovojnici, se vežejo na specifične celične receptorje 
gostiteljskih celic (Murray in sod., 2013). Virusna in gostiteljska ovojnica se zlijeta med 
seboj, tegument in nukleokapsida pa preideta v gostiteljsko citoplazmo. Beljakovine 
tegumenta preprečijo sintezo celičnih beljakovin in omogočijo izražanje zgodnjih virusnih 
genov. Razgradi se virusna nukleokapsida, virusna DNK se sprosti in preide v jedro 
gostiteljske celice, kjer iz linearne oblike nastane krožna oblika. Virusni genom se, v jedru 
gostiteljske celice, prepiše in podvoji (Koren in sod., 2011b). 
Prepisovanje virusnih genov in sinteza virusnih proteinov je natančno uravnana s 
številnimi regulatornimi mehanizmi (Murray in sod., 2013). Potem, ko se v jedru celice 
sintetizirajo virusne strukturne beljakovine, se sestavi virusna nukleokapsida. Ta zaobjame 
virusno DNK. V jedru celice se sintetizirajo tudi tegumentske beljakovine virusa. 
Nukleokapsida z DNK in tegument zapustijo jedro in preidejo v zrnati endoplazmatski 
retikulum, kjer poteka sestavljanje novih virusov. V mešičku endoplazmatskega retikuluma 
virusi potujejo proti celični membrani preko Golgijevega aparata. Z brstenjem preko 
membrane Golgijevega aparata ali preko celične membrane virusi pridobijo zunanjo 
ovojnico. Celično membrano zapustijo z eksocitozo ali celično lizo (Koren in sod., 2011b). 
Slika 3: Zgradba herpesvirusa (prirejeno po Debnath, 2013) 
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2.5.5 Patogeneza virusa varičele zostra 
Najprej virus vstopi skozi sluznico zgornjih dihal ali očesno veznico (primarna okužba). 
Pomnožuje se v regionalnih bezgavkah. Temu sledi primarna viremija, virus se razširi po 
telesu in se začne pomnoževati v jetrih in vranici. O sekundarni viremiji govorimo, ko se 
virus razširi v kožo in ustno – žrelno sluznico ter dihala, kjer nastanejo mehurčkasti 
izpuščaji, ki jih imenujemo norice. Virus se razširja preko dihal in tako širi v okolico. Ko 
pride do primarne viremije, to pomeni vseživljenjsko latentno okužbo (Koren in sod., 
2011b). Po okužbi virus ostane prisoten v senzornih ganglijih hrbtenjače ali ganglijih 
možganskih živcev in se, pri približno 30 % ljudeh, reaktivira. Ob reaktivaciji virus pride 
po senzoričnem živcu do kože, ki jo ta živec oživčuje. Na tem mestu nastane pas 
mehurčkastega izpuščaja, to stanje imenujemo Herpes zoster ali pasovec. Ali pa pride do 
sprememb na očeh ali v ustih, če živec oživčuje ta predel. Poleg tega pride pri reaktivaciji 
VZV do akutnega vnetja senzoričnega živca ali ganglija, kar spremljajo močne bolečine 
(Koren in sod., 2011b; Učakar in Sočan, 2011). 
Običajno so norice blaga otroška bolezen. Do zapletov pride redko. Možna pa je 
prizadetost osrednjega živčnega sistema (meningitis, meningoencefalitis, cerebelarna 
ataksija), pljučnica, sekundarne bakterijske okužbe kože in tudi smrt. Bolezen je 
nevarnejša za dojenčke in osebe z oslabljenim imunskim sistemom (Učakar in Sočan, 
2011). 
 
2.5.6 Klinična slika virusa varičele zostra 
Inkubacijska doba je 10-20 dni. Najprej pride so slabega počutja, ki ga spremlja povečana 
telesna temperatura. Čez 1-2 dni pride do pojava srbečih izpuščajev, ti. noric (varičela). 
Izpuščaji se najprej pojavijo na trupu, nato pa se razširijo na obraz, ude in sluznico ustne 
votline. Ti izpuščaji se hitro spreminjajo. Najprej nastanejo makule, ki se spremenijo v 
papule, iz papul nastanejo mehurčki, ki se spremenijo v kraste. Ti izpuščaji trajajo 
predvidoma 7 dni in za njimi ne ostajajo brazgotine (Koren in sod., 2011b; Mueller in sod. 
2008).  
Najbolj ogroženi bolniki so bolniki z aidsom, rakom in bolniki s presajenimi organi ali 
kostnim mozgom, skratka bolniki, ki imajo oslabljen imunski sistem. V teh primerih 
nastanejo hemoragične norice, kjer se mehurčki zlijejo med seboj v večje mehurje, v 
katerih je krvava tekočina in temu sledi odmrtje tkiva. Okužba je nevarna tudi za dojenčke 
mater, ki so v viremičnem obdobju okužbe (Koren in sod., 2011b). 
Ob virusni reaktivaciji latentne okužbe živčnih ganglijev se pojavi pasovec (zoster). Ta 
oblika bolezni je značilna za imunsko oslabele bolnike, kjer je to lahko kronična oblika 
bolezni, ki se večkrat ponovi. Kožni izpuščaj, kot pri noricah, se pojavi na mestu, ki ga 
oživčuje senzorični živec, po katerem potuje virus do kože. Še pred pojavom izpuščaja, se 
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v prizadetem predelu pojavlja pekoča bolečina. Če se reaktivirajo virusi v ganglijih 
trigeminalnega živca, pride do sprememb na očeh ali v ustni votlini (Koren in sod., 2011b; 
Mueller in sod., 2008; Pasovec ali herpes zoster, 2017). 
 
2.5.7 Epidemologija virusa varičele zostra 
Bolezen se pojavlja po vsem svetu in je endemična v večini populacij (Učakar in Sočan, 
2011). Največkrat do okužb pride pozimi in spomladi (Koren in sod., 2011b). V zmernem 
podnebnem pasu se več kot 90 % okužb z VZV pojavi pred puberteto, po navadi med 1.–9. 
letom (Učakar in Sočan, 2011). Odrasli redko zbolijo. Večina odraslih znotraj Evrope 
(okoli 90%) je okužbo prebolela in so zato vseživljenjsko imuni na ta virus. Prenos virusa 
je zelo hiter in tudi učinkovit. Virus se uspešno razširja v času, ko so mehurčki sveži in 1-2 
dni preden se pojavijo. Prenos poteka preko sline, izločkov zgornjih dihal preko zraka ali 
ob stiku z vsebino mehurčkov (Koren in sod., 2011b; Pergam in sod., 2009). 
Pasovec se po navadi pojavi pri osebah, ki so starejše od 60 let. Okužba se ne prenaša 
pogosto, saj virusi niso prisotni v zgornjih dihalih. Ob stiku z bolnikom lahko zbolijo 
otroci, ki noric še niso preboleli (Koren in sod., 2011b; Pergam in sod., 2009). 
V Sloveniji so norice pogosta bolezen, glede na pregled prijavljenih bolezni sodijo med 10 
najpogostejših. Najpogosteje zbolevajo otroci od 2 – 4 let. Redko prihaja do zapletov in 
razvoja bolezni v encefalitis ali pljučnice. Smrtnih primerov do zdaj ni bilo. Pasovec pa se 
pojavlja po 75 letu starosti (Koren in sod., 2011b).  
 
2.6 OZNAČEVALCI CELIČNIH POVRŠINSKIH MOLEKUL 
Oznaka CD (angl. cluster of diferentiation) se uporablja za antigene oz. molekule na 
celični površini levkocitov oz. belih krvnih celic. Te molekule predstavljajo receptorje oz. 
ligande za poznana monoklonska protitelesa, ki ob vezavi na ta receptor oddajajo ustrezen 
signal oz. sprožijo določeno kaskadno reakcijo, ki spremeni obnašanje celice in s tem 
omogočajo določitev celic in njihove imunske funkcije. Sistem za enotno označevanje 
antigenov celične površine z monoklonskimi protitelesi je nastal leta 1982, v Parizu, na 
mednarodni delavnici, kjer so sodelovali laboratoriji iz vsega sveta. Imunologi so ustvarili 
veliko število monoklonskih protiteles, ki reagirajo s posameznimi površinskimi 
molekulami levkocitov in vsakega drugače poimenovali. CD nomenklatura je bila najprej 
mišljena za površinske molekule levkocitov. Potem pa se je ta način poimenovanja razširil 
tudi na druge tipe celic. Danes  vsebuje že več kot 350 tipov antigenov (Vozelj, 2000; 
Rožman in Jež, 2010; SB, 2017; Zola in sod., 2007). 
Površinsko celično molekulo označimo s CD in številko od 1 naprej. Na tak način jo 
poimenujemo, če se nanjo vežeta vsaj dve monoklonski protitelesi. Če se veže le eno 
monoklonsko protitelo ali označevalec ni dobro opredeljen, ga začasno poimenujemo z 
»w«, npr. CDw186 (SB, 2017, 2016; Ho in sod., 2009). Celične populacije pogosto 
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označujemo z »+« ali » - «, glede na to, če ta populacija vsebuje nek označevalec ali ne 
(Ho in sod, 2009). 
Odkrivanje ekspresije CD antigenov, se uporablja pri diagnostiki nekaterih bolezni ter pri 
ugotavljanju v kakšnem stanju je bolezen, glede na prisotnost oz. odsotnost posameznih 
imunskih celic. Monoklonska protitelesa, ki jih uporabljamo za identifikacijo CD 
antigenov, so po navadi fluorescentno označena (SB, 2017). 
 
2.6.1 CD3+, CD4+, CD8+ 
Vsi limfociti T imajo na svoji površini receptorja CD3+ (del T celičnega receptorja) in 
CD45+ (protein tirozin fosfataze, receptor tipa C). Nato pa se limfociti T delijo na 
citotoksične limfocite T, ki poleg teh dveh receptorjev izražajo še CD8+ receptor za 




CD69 je ena od površinskih aktivacijskih molekul. To je disulfidno vezan homo-dimer, 
izražen na površini aktiviranih limfocitov T, limfocitov B, naravnih celic ubijalk, 
nevtrofilcev in trombocitov oz. glikoproteinski receptor, ki prenaša signal za aktivacijo 
imunskega odziva različnih imunskih krvnih celic. Še posebej je pomemben pri aktivaciji 
imunskega odziva limfocitov. Aktivacija CD69 najprej povzroči izstop naivnih aktiviranih 
limfocitov iz timusa oz. drugih limfatičnih organov (Radulovic in sod., 2013; Ziegler in 
sod., 1993). Nato pa je CD69 vpleten v procesu limfocitne proliferacije, tj. razmnoževanju 
limfocitov ob stiku z določenim antigenom in izločanju limfocitnih citokinov (Borrego in 
sod., 1999; Klein in sod., 2004). Gre za celično površinsko aktivacijsko molekulo, ki se pri 
imunskem odzivu aktivira med prvimi receptorji. Njena ekspresija je opazna že po 60 
minutni T celični stimulaciji (Ziegler in sod., 1993).  
 
2.6.3 CD152 ali CTLA-4 
CD152 je znan tudi kot citotoksični T-limfocitni antigen 4 (CTLA-4). Prehodno je izražen 
na površini aktiviranih T celic pomagalk in tem celicam prenaša inhibitorni signal. 
Regulatorne T celice lahko izražajo visoke nivoje CD152. V aminokislinskem zaporedju, 
strukturi in genomski organizaciji je ta receptor zelo podoben receptorju CD28. Obe 
molekuli se povezujeta s CD80 in CD86, ki ju imenujemo tudi B7-1 in B7-2 in ju najdemo 
na antigen predstavitvenih celicah. Medtem ko CD28 prenaša signal, ki aktivira T celice, 
jih CD152 zavira in s tem negativno regulira imunski odziv (Bio Legend, 2012, Walunas in 
sod., 1996). 
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Na sliki 4 je predstavljena T celična regulacija s CD28 in CD152 (CTLA-4). Ob povezavi 
antigena, ki je vezan na MHC kompleks antigen predstavitvene celice (APC), s T celičnim 
receptorjem (TCR) na limfocit T, se CD80 oz. CD86 molekule na APC povežejo s CD28 
molekulami na limfocitih T, kar aktivira T celice in vodi do izločanja citokinov, njihove 
diferenciacije in proliferacije. Hkrati pa ta povezava vodi do povečanja izražanja CD152 
receptorja. Ob povezavi CD152 in CD80 oz. CD86 molekule pride do ustavitve celičnega 
cikla in prekinitve aktivacije T celic. Če ob povezavi APC in T celice ne pride do povezave 
s CD28, poteče apoptoza T celic ali le te postanejo neodzivne (Alegre in sod., 2001).  
CD152 torej igra vlogo pri indukciji in vzdrževanju imunske tolerance, kot tudi pri razvoju 
zaščitne imunosti in timocitni regulaciji. Mutacije v genomu CD152 so povezane s 
















2.6.4 CD279 oz. PD-1 
Tudi CD279 oz. PD-1 protein (angl. programmed cell death protein) je eden izmed celičnih 
površinskih proteinov, na površini T celic (Mitteldorf in sod., 2013). Je član razširjene 
družine CD28/ CTLA-4 regulatorjev T celic in tudi mehanizem delovanja je podoben 
(Ishida in sod., 1992). Interakcija med PD-1 in njegovimi ligandi PD-L1 in PD-L2, ki sta 
člana družine B7 molekul, negativno regulira imunski odziv (Freeman in sod., 2000). 
Regulacija poteka na podoben način kot regulacija s CD152 oz. CTLA-4, ki sem jo opisala 
zgoraj in je predstavljena na sliki 5. Ob vezavi antigena, ki je preko MHC sistema 
Slika 4: T celična regulacija z označevalcema celičnih površinskih molekul CD28 in CD152 
(CTLA-4) (prirejeno po Alegre in sod., 2001) 
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predstavljen na površini APC oz. tumorskih celic, s T celičnim receptorjem, pride do 
aktivacije T celic, preko T celičnih stimulatornih proteinov (INF-γ, IL-2 itd.). Tako kot 
povezava med CD152 in B7 molekulami inhibira aktivnost T celic, se enako zgodi pri 
povezavi med PD-1 na T celici in PD-1 ligandom na APC ali tumorski celici (Bryan in 
Gordon., 2015). Torej tudi PD-1 receptor preprečuje aktivacijo T celic. Zaviralni učinek 
PD-1 je dosežen s programirano apoptozo (programirana celična smrt) antigen specifičnih 
T limfocitov v bezgavkah (Francisco in sod., 2010; Fife in Pauken, 2011). Še posebej je 
PD-1 receptor  pomemben pri zdravljenju malignih obolenj (Mitteldorf in sod., 2013). 
Poznamo zdravila, ki z vezavo specifičnih protiteles blokirajo PD-1 ali PD-1 ligande in s 
tem aktivirajo imunski sistem, da napade tumorje. Zato se uporabljajo za zdravljenje 














Slika 5: T celična regulacija z označevalcema celičnih površinskih molekul  PD-1 in PD-L1 
(prirejeno po Hayden, 2012) 
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3 MATERIAL IN METODE 




Spodaj so opisani vzorci krvi, ki smo jih dobili za raziskavo in reagenti, ki smo jih 
uporabili pri delu. 
 
3.1.1 Vzorci krvi 
V raziskavi je sodelovalo 18 otrok, starih od 5 do 14 let, ki so imeli avtoimunsko bolezen, 
večinoma JIA, in so zato prejemali imunomodularno biološko terapijo. Med njimi je bilo 
11 otrok, cepljenih proti noricam in 7 otrok, ki proti noricam ni bilo cepljenih. Otroci, ki 
niso bili cepljeni proti noricam, so norice preboleli. Med samo raziskavo nismo imeli 
podatkov o tem katera kri je kri cepljenih in katera je kri necepljenih otrok, da bi bila 
raziskava čim bolj nepristranska.  
Starši otrok, katerih kri smo uporabili v raziskavi, so bili seznanjeni z namenom raziskave 
in so, pred vključitvijo otrok v raziskavo, podpisali izjavo o zavestni in svobodni privolitvi, 
s čimer so zagotovili, da so razumeli metodologijo raziskave in se strinjajo, da bodo 
podatki, pridobljeni v raziskavi, uporabljeni za znanstvene namene.  
Dobili smo okoli 2 ml venske krvi. Kri je bila spravljena v epruvete za vakuumski odvzem 
krvi, ki so namenjene pripravi vzorcev plazme ter stimulaciji limfocitov – vanje je dodan 
antikoagulant (sredstvo proti strjevanju krvi) litijev heparin.  
Za raziskavo smo dobili odobritev etične komisije Univerze v Ljubljani, št.147/05/12. 
 
3.1.2 Reagenti 
• Medij RPMI: RPMI – 1640 medium, Sigma – Aldrich, St. Louis, USA (vsebuje 2 
mmol/l L-glutamina, 10% toplotno inaktiviranega fetalnega telečjega seruma in 100 U.I. 
penicilina) 
• Fikol: Ficoll – PaqueTM plus, GE Health care, Sweden 
• Medij II (MII): medij RPMI – 1640 medium, Sigma – Aldrich, St. Louis, USA; 5% 
Fetal bouine serum, Gibco Auckland, New Zealand; 2% Penicilin – Streptomicin, Gibco 
Auckland, New Zealand; 0,5% L-glutamin,  GlutamaxTM, Gibco Auckland, New Zealand 
• Barvilo tripansko modrilo v 0,1% fiziološki raztopini: Sigma – Aldrich, St. Louis, 
USA 
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• Cepivo seva Oka HHV-3: PepMixTM collection HCMV (IE62), Innovative peptide 
solutions, Berlin, Germany  
• Stafilokokni enterotoksin B: Staphylococcal Enterotoxin B from Staphylococcus 
aureus, Sigma Aldrich, St. Louis, USA 
• Brezvodni dimetil sulfoksid - DMSO (angl. DiMethyl SulfOxide): Sigma – 
Aldrich, St. Louis, USA 
• Forbol miristat acetat - PMA (angl. Phorbol Myristate Acetate): Sigma – Aldrich, 
St. Louis, USA 
• Ionomicin: Sigma – Aldrich, St. Louis, USA 
• Fiksacijska in permeabilizacijska raztopina: Fixation/ permeabilization kit BD 
Golgi PlugTM, BD Cytofix/ CytopermTM Plus, BD Biosciences, Torreyana, San Diego: 
- Protein transport inhibitor, BD Glogli PlugTM (Breferdin A) 
- Fixation and permeabilization solution, BD Cytofix/ Cytoperm 
- Buffer, BD Perm/ WashTM  
• Raztopina fosfatnega pufra s soljo - PBS (angl. Phosphate Buffered Saline): Sigma 
– Aldrich, St. Louis, USA 
• 2mM etilendiamintetraocetna kislina - EDTA (angl. ethylenediaminetetraacetic 
acid) v raztopini fosfatnega pufra s soljo – PBS (angl. phosphate buffered saline): Sigma – 
Aldrich, St. Louis, USA 
• Protitelesa: CD8 (SK1) ACP-CyTM 7, Becton, Dickinson and company, BD 
Biosciences, San Jose, California, USA 
• Mišja protitelesa: V450 mouse anti-human CD3, BD HorizonTM, BD Biosciences, 
San Jose, California, USA 
• Mišja protitelesa: BV510 mouse anti-human CD279 (PD1), BD HorizonTM, BD 
Biosciences, San Jose, California, USA 
• Mišja protitelesa: APC mouse anti-human CD 152, BD PharmingenTM, BD 
Biosciences, San Jose, California, USA 
• Protitelesa: anti-human IFN-γ FITC, Becton, Dickison and company, BD 
Biosciences, San Jose, California, USA 
• Protitelesa: PE-CyTM Rat anti- human IL-2, BD PharmingenTM, BD Biosciences, 
San Jose, California, USA 
• Pufer za barvanje: Stain Buffer, BD PharmingenTM, BD Biosciences, Torreyana, 
San Diego, USA 
 
Breznikar E. Varnost in učinkovitost cepljenja proti noricam pri otrocih… ki prejemajo imunomodulatorno terapijo.  




Vzorce krvi otrok z JIA smo obdelali po postopku, opisanem v nadaljevanju. 
3.2.1 Peptidi humanega herpes virusa 3, pozitivna in negativna kontrola 
Peptide humanega herpes virusa 3 (cepivo seva Oka HHV-3, PepMixTM collection HCMV 
(IE62), Innovative peptide solutions) smo razredčili tako, da smo v vsako izmed stekleničk 
dodali 40 μl DMSO (Sigma Aldrich) in premešali na namiznem mešalu, da so se peptidi 
raztopili v pufru. S suspenzijo peptidov HHV-3 smo stimulirali PBMC in gledali T celični 
odziv. Iskali smo čim manjšo koncentracijo virusnih peptidov, ki bi še omogočala 
učinkovit virusni odziv, zato smo izvedli titracijo. Vzorce krvi zdrave osebe, ki je prebolela 
okužbo z virusom, smo stimulirali z naslednjimi končnimi koncentracijami HHV-3: 
5 μg/ml, 2,5 μg/ml, 1 μg/ml in 0,5 μg/ml. Odločili smo se, da bomo, za stimulacijo PBMC, 
uporabljali virusno koncentracijo 1 μg/ml, saj se imunskih odziv pri tej koncentraciji ni 
bistveno razlikovali od imunskega odziva pri koncentraciji 5 μg/ml.  
Kot negativno kontrolo smo uporabili enako količino DMSO, kot mešanice virusnih 
peptidov in DMSO. DMSO ne spodbuja celične stimulacije.  
Kot pozitivno kontrolo smo uporabili stafilokokni enterotoksin B (SEB) (Sigma Aldrich). 
Tudi tukaj nas je zanimalo, katera koncentracija SEB, bi bila najbolj učinkovita za 
stimulacijo PBMC, zato smo na začetku izvedli stimulacijo PBMC zdrave osebe z 
različnimi koncentracijami SEB, in sicer: 1 μg/ml, 2,5 μg/ml in 10 μg/ml. Imunski odziv na 
SEB je bil zadovoljiv pri 10 μg/ml SEB. Kljub temu pa smo potrebovali bolj pozitiven 
odziv, zato smo uporabili še stimulacijo z mitogeni PMA (angl.  Phorbol 12 – myristate 13 
acetate) (Sigma Aldrich) in ionomicinom (Sigma Aldrich). Uporabili smo končno 
koncentracijo PMA 50 ng/ml in končno koncentracijo ionomicina 1 μg/ml. 
 
3.2.2 Izolacija perifernih krvnih mononuklearnih celic 
Periferne krvne mononuklearne celice – PBMC (angl. peripheral blood mononuclear cells) 
oz. mononuklearne celice (MNC) so vsi levkociti, ki imajo okroglo jedro. Sem sodijo 
limfociti (limfociti T, limfociti B in NK celice) in monociti. Eritrociti in trombociti so brez 
jedra, medtem ko imajo granulociti (nevtrofilci, bazofilci in eozinofilci) multipla jedra 
(Peripheral blood mononuclear cell, 2014; Miyahira, 2012). 
Za izolacijo PBMC smo uporabili fikol (Ficoll – PaqueTM plus, GE Health care), ki je 
hidrofilni polisaharid, s katerim lahko ločimo različne krvne celice, glede na njihovo 
gostoto. Kri smo dobili v epruvetah z antikoagulantom heparin. PBMC smo sterilno 
izolirali v laminarju. Kri smo razredčili v razmerju 1:1 z medijem RPMI (Sigma Aldrich). 
Epruveto smo premešali z obračanjem. Nato smo v 12 ml centrifugirko odpipetirali 2,5 ml 
ločevalnega medija Ficoll Paque, na katerega smo previdno naplastili suspezijo krvi in 
RPMI. Tako pripravljene vzorce smo centrifugirali pri 1800 obratih, 20 min, brez zavore. 
Na podlagi razlik v gostoti so se izoblikovale jasne meje med posameznimi celicami v 
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krvi, kar je prikazano na sliki 6. Odstranili smo zgornjo plast plazme, kjer se nahajajo 
trombociti. Srednjo plast PBMC, ki je vidna kot »bel oblak, v obliki obroča«, pa smo 
odpipetirali v novo 12 ml centrifugirko. Pri tem smo pazili, da nismo zajeli granulocitov in 
eritrocitov, ki so se posedli na dno centrifugirke.  Spodnjo plast, z eritrociti in 















PBMC, ki smo jih prenesli v novo 12 ml centrufigirko, smo dvakrat sprali z medijem 
RPMI - medij RPMI smo dodali k PBMC do 8 ml in centrifugirali pri 1800 obratih, 10 
min, z zavoro, odstranili supernatant in postopek ponovili. S tem smo odstranili fikol, ki 
smo ga zajeli s prenosom PBMC.  K usedlini smo dodali 1 ml MII (Sigma Aldrich), 
resuspendirali in vse skupaj premešali na namiznem mešalu. Sledilo je štetje celic v tej 
suspenziji. 
 
3.2.3 Določanje števila celic v vzorcu in uravnavanje koncentracije celic 
PBMC smo prešteli s pomočjo avtomatičnega števca celic. Suspenzijo za štetje smo 
pripravili tako, da smo 10 μl celične suspenzije dodali k 10 μl barvila Tripsin (Sigma 
Aldrich) ter resuspendirali. Nato smo 10 μl mešanice celic in barvila pipetirali v ploščico 
za štetje celic, ki smo jo potem vstavili v aparat za štetje celic (Countess II, avtomatični 
števec celic, Life technology, Termo Fischer Scientific). V vseh vzorcih smo želeli imeti 
Slika 6: Plasti krvi po ločevanju z metodo Ficoll Paque (prirejeno po Peripheral blood 
mononuclear cell, 2014) 
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enako končno koncentracijo celic, zato smo jo z dodatkom MII uravnali na 1,5 x 106 
celic/ml. 
Po 400 μl mešanice celic s končno koncentracijo 1,5 x 106 celic/ml, smo prenesli v 4 
epruvete. 
 
3.2.4 Stimulacija in inkubacija perifernih krvnih mononuklearnih celic 
Za en vzorec smo torej potrebovali 4 epruvete, v vsako izmed njih smo prenesli 400 μl 
PBMC in dodali naslednje stimulante:  
• HHV-3 - virusni peptidi [PepMixTM collection HCMV (IE62), Innovative peptide 
solutions, Berlin, Germany (cepivo seva Oka HHV-3)]: 4 μl raztopine virusnega peptida 1 
s končno koncentracijo 1 μg/ml  + 4 μl raztopine virusnega peptida 2 s končno 
koncentracijo 1 μg/ml + MII do 500 μl μg/ml   
• K- - negativna kontrola: enaka količina DMSO (Sigma Aldrich) pufra, kot virusnih 
peptidov + MII do 500 ml 
• K+ SEB (Sigma Aldrich) - pozitivna kontrola: 50 μl raztopine SEB s končno 
koncentracijo 10 μg/ml + MII do 500 μl 
• K+ PMA+ionomicin (Sigma Aldrich) - pozitivna kontrola: 12,5 μl PMA s končno 
koncentracijo 50 ng/ml + 67 μl delovne koncentracije ionomicina (končna koncentracija 
ionomicina = 1 μg/ml) + MII do 500 μl. 
Po dodatku stimulantov smo epruvete dali v CO2 inkubator in po dveh urah v vsako dodali 
1 μl Breferdina A (Protein transport inhibitor, BD Glogli PlugTM). 
Breferdin A je inhibitor znotrajceličnega beljakovinskega transporta, njegov dodatek 
blokira beljakovinski transport  iz endoplazemskega retikuluma do Golgijevega aparata in 
povzroči kopičenje beljakovin v endoplazmatskemu retikulumu. To izboljša odkrivanje 
znotrajceličnih citokinov (Thermo Fischer, 2017). 
Po dodatku Breferdina A smo epruvete dali nazaj v CO2 inkubator in jih tam pustili 15 h. 
CO2 inkubator zagotavlja ponovljive pogoje za rast celičnih kultur. 
 
3.2.5 Znotraj in zunajcelično označevanje celic in citokinov 
Naslednji dan smo, s pretočno citometrijo, ugotavljali T celični odziv na dodane 
stimulante. Pred tem smo morali označiti imunske celice in njihove citokine z ustreznimi 
monoklonskimi protitelesi. 
• Celice smo prenesli iz CO2 inkubatorja, dodali 2 ml fosfatnega pufra [angl. 
phosphate buffered saline – PBS (Sigma Aldrich)], ki pomaga vzdrževati osmolarnost in 
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konstanten pH, premešali na namiznem mešalu, centrifugirali in odlili supernatant. 
Centrifugiranje je, od tu naprej, vedno potekalo 8 min pri 4°C in 1600 obratih.  
Značilnost PBS je, da se koncentracije ionov in ozmolarnost (izotonična) ujemajo s tistimi 
iz človeškega telesa, zato se pufer veliko uporablja v bioloških raziskavah (Phosphate 
bufered saline, 2016). 
• Dodali smo 3 ml PBS z EDTA (Sigma Aldrich) in inkubirali 10 min v vodni kopeli 
pri 37°C. Nato smo 30 min mešali na namiznem mešalu, centrifugirali in odlili 
supernatant. 
Značilnost EDTA je, da veže dvovalentne kovinske ione in s tem preprečuje adherenco in 
sprijemanje celic  (Web MD, 2017). 
• Celice smo postavili na led, dodali označevalce celičnih površinskih molekul  CD8, 
CD3, CD152 in CD279 (BD Biosciences) in 30 min inkubirali na ledu, v temi. 
• Dodali smo 1 ml »Stain pufra« (BD Biosciences), premešali na namiznem mešali, 
centrifugirali in odlili supernatant ter postopek še enkrat ponovili. 
»Stain pufer« pomaga ohranjati preživetje celic in povečati signalno jakost fluorescence, ki 
jo omogočajo fluorokomi, ki so občutljivi na pH (BD, 2017c). 
• Celice smo resuspendirali v 250 μl fiksacijske permabilizacijske raztopine [angl. 
fixation permeabilization solution (BD Biosciences)] in inkubirali 20 min na ledu, v temi. 
Fiksacijska permabilizacijska raztopina omogoča fiksacijo in permeabilizacijo celic, za 
znotrajcelično obarvanje citokinov (BD, 2017a) 
• Dodali smo 1 ml raztopine permabilizacijskega spiralnega pufra [angl. perm wash 
buffer (BD Biosciences)] (raztopino smo pripravili tako, da smo permabilizacijski spiralni 
pufer redčili z destilirano vodo v razmerju 1:10), premešali na namiznem mešalu, 
centrifugirali in odlili supernatant.  
• Dodali smo 50 μl raztopine permabilizacijskega spiralnega pufra in monoklonska 
protitelesa za znotrajcelično označevanje INF-γ in IL-2 (BD Biosciences). Nato pa 
inkubirali 1 h na ledu, v temi. Po inkubaciji smo dodali še 1 ml raztopine 
permabilizacijskega spiralnega pufra, premešali na namiznem mešalu, centrifugirali, odlili 
supernatant in na koncu dodali 0,5 ml raztopine permabilizacijskega spiralnega pufra. 
Permabilizacijski spiralni pufer se uporablja za znotrajcelično označevanje citokinov. Služi 
za permeabilizacijo celic (BD, 2017b). 
 
3.2.6 Merjenje koncentracije celic in citokinov na pretočnem citometru 
Tako obdelane in označene celice so bile pripravljene za merjenje na pretočnem citometru. 
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Več parametrično analizo, s katero smo ugotavljali količino posameznih celic in 
znotrajceličnih citokinov limfocitov T, smo izvedli na pretočnem citometru, BD FACS 
Canto II (BD Biosciences, Oxford, UK), z uporabo programske opreme FACS Diva (BD 
Biosciences, Oxford, UK). Analizo podatkov smo izvedli z uporabo programa FlowJo, 
verzije 10.1 (TreeStar, Inc) (Jaimes in sod., 2011) 
Na slikah 7 in 8 je prikazana analiza, ki smo jo izvedli na podlagi izmerjenih podatkov. 
Najprej smo označili limfocite T. Nato nas je zanimalo koliko CD8+ in koliko CD4+ celic 
je med limfociti T in kakšno je razmerje med IFN-γ in IL-2 pri CD8+ ter pri CD4+ celicah 
(slika 7). Med limfociti T smo označili tudi CD3+ celice in nadalje gledali količino CD152 
ter CD279 celičnih površinskih označevalcev na CD8+ celicah (slika 8), enak postopek 
smo izvedli tudi za CD4+ celice. 
Rezultate smo predstavili kot »surove« vrednosti, izmerjene pri posameznem vzorcu ali kot 
normalizirane vrednosti, kjer smo ne-stimulirano negativno kontrolo odšteli od vzorca, pri 
katerem smo celice stimulirali s peptidi HHV-3. 
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Slika 7: Analiza podatkov na pretočnem citometru – razmerje med IFN-γ in IL-2 na CD8+ in CD4+ 
celicah 
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3.2.7 Merjenje protitelesnega odziva 
Podatke o protitelesnem odzivu smo dobili od lečeče zdravnice, ki je, skozi daljše časovno 
obdobje, ugotavljala protitelesni odziv na VZV pri otrocih z avtoimunskimi boleznimi, 
večinoma JIA, ki so prejemali imunomodulatorno terapijo in so bili cepljeni proti noricam 
ali so norice uspešno preboleli. V naši raziskavi protitlesnega odziva nismo ugotavljali. 
Zanimalo nas je, kakšen je T celičnih odziv pri istih otrocih in če bi lahko nadomestil 
protitelesnega. 
Slika 8: Analiza podatkov na pretočnem citometru – CD152 in CD279 površinska celična označevalca 
na CD8+ celicah 
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3.3 STATISTIČNA OBDELAVA PODATKOV 
Grafično predstavitev podatkov smo izvedli s pomočjo programa Excel (Microsoft, ZDA). 
Pred izvedbo statističnih testov smo izvedli Shapiro Wilk-ov test normalne porazdelitve v 
programu SPSS (angl. statistical package for the social sciences). Glede na vrsto 
porazdelitve smo izbrali nadaljnji statistični test, s katerim smo določili, če med podatki 
obstajajo statistično značilne razlike. Če je šlo za normalno porazdelitev, smo uporabili 
parametrično Student-ovo T-test metodo, v programu Excel. Kadar ni šlo za normalno 
porazdelitev, smo uporabili neparametrično alternativno metodo - Mann Witney-ev  U test, 
v programu SPSS (Kastelec in Košmelj, 2010; Šušter Erjavec in Južnik, 2012). 
  
Breznikar E. Varnost in učinkovitost cepljenja proti noricam pri otrocih… ki prejemajo imunomodulatorno terapijo.  




V tem poglavju so predstavljeni podatki o otrocih, ki so sodelovali v raziskavi in rezultati, 
ki smo jih izmerili s pretočnim citometrom in statistično obdelali. V raziskavi je sodelovalo 
18 otrok z avtoimunsko boleznijo, od tega jih je bilo 11 cepljenih in 7 necepljenih, ki so 
norice preboleli. Osredotočili smo se predvsem na vzorce cepljenih otrok, saj nas je 
zanimalo, če se po cepljenju izoblikuje učinkovit T celični odziv. Vzorce necepljenih 
otrok, ki so norice preboleli, smo uporabili le za primerjavo T celičnega odziva z otroci, ki 
so bili cepljeni proti noricam. 
 
4.1 PODATKI O OTROCIH; KI SO SODELOVALI V RAZISKAVI 
Podatke o otrocih, ki so sodelovali v raziskavi, predstavljene v preglednici 1 in 2, smo 
dobili iz študije zdravnice, ki je te otroke spremljala skozi daljše časovno obdobje in je, že 
pred nami, raziskala protitelesni odziv na VZV pri imunokompromitiranih otrocih z JIA, ki 
so bili cepljeni proti noricam in imunokompromitiranih otrocih z JIA, ki niso bili cepljeni 
proti noricam, a so le te preboleli.  
V preglednici 1 so predstavljeni podatki o otrocih (11 otrok) z avtoimunsko boleznijo JIA 
(od 5 do 12 let), ki so bili cepljeni proti noricam. Cepljeni so bili z enim, dvema ali tremi 
odmerki cepiva. Če smo dobili več vzorcev istega otroka, ki so bili odvzeti v različnih 
časovnih obdobjih, smo vzorec označili z črko a, b ali c, kjer je a pomenil prvi odvzem 
krvi, b drugi odvzem in c tretji odvzem. Zadnji odmerek cepiva so otroci dobili od leta 
2011 do leta 2016, torej od šest do enega leta pred odvzemom vzorca. Za posamezen 
vzorec, ki smo ga dobili od otrok, smo dobili tudi podatke o tem, kakšno biološko terapijo 
prejemajo, če so norice preboleli in če so, v daljšem obdobju po cepljenju, razvili 
protitelesni odziv proti noricam. Dva izmed otrok sta, kljub cepljenju, dobila okužbo z 
noricami, ki pa so jo uspešno prebolela. Nobeden otrok, 3 mesece po cepljenju, ni imel 
izbruha bolezni ali resnejših neželenih učinkov. Tudi z dolgoročnim spremljanjem ni bilo 
ugotovljeno, da bi cepivo poslabšalo stanje bolezni.  
Protitelesni odziv je bil spremljan povprečno 17 mesecev po prejemu drugega odmerka 
cepiva (raziskava je bila izvedena med avgustom 2015 in marcem 2017).  Pred tem je bilo 
stanje bolezni JIA stabilno in krvni levkociti v mejah normale (Toplak in Avčin, 2015). 
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Preglednica 1: Podatki o imunokompromitiranih otrocih z juvenilnim idiopatskim artritisom, ki so bili 
cepljeni proti noricam 
 
V preglednici 1 vidimo, da za dva izmed otrok nismo dobili podatkov o protitelesnem 
odzivu, pri petih ni prišlo do izoblikovanja protitelesnega odziva, pri treh pa se je po 
cepljenju izoblikoval učinkovit protitelesni odziv, vendar je titer protiteles z leti začel vse 
bolj upadati. Le pri enemu otroku je protitelesni odziv, tudi dolgoročno, ostal aktiven (le 
pri enem vzorcu se raven protitelesne zaščite ni zmanjšala od leta prejema zadnjega 
odmerka cepiva (v tem primeru od leto 2013) do prejema vzorca). Pozitiven protitelesni 
odziv smo torej lahko potrdili le pri enemu od 9 otrok, za katere smo imeli podatke, kar je 





















1a 2012 RoActemra 1. ni podatka NE NE 
1b 2. 2016 NE 
1c 3. ni podatka NE 
2 2005 Embrel 3. 2014 NE ni podatka 
3 2012 Embrel 2. 2015 NE NE 
4 2010 RoActemra 2. 2014 NE NE 
5a 2010 Enbrel 2. 2014 NE ni podatka 
5b 3. 2016 NE 
6 2005 Metotreksat 2. 2012 NE NE 
7 2012 Enbrel 2. 2015 NE upada z leti 
8 2005 RoActemra 2. 2011 NE upada z leti 
9 2012 Metotreksat 2.  2016 NE upada z leti 
10 2006 Remicade 2. 2011 DA, leta 2016 NE 
11 2008 Enbrel 2. 2013 DA, leta 2013 DA 
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V preglednici 2 so predstavljeni podatki 7 otrok (od 5 do 14 let), ki niso bili cepljeni proti 
noricam in so norice uspešno preboleli. Večina od njih je otrok z JIA. Eden pa ima 
avtoimunsko bolezen Heoch Schonlein Purpura (HSP), ki povzroča vnetje drobnih žil 
(vaskulitis). V času raziskave so prejemali podobno biološko terapijo kot otroci iz 
preglednice 1, ki so bili cepljeni. 
V nadaljevanju smo vzorce otrok iz preglednice 2 uporabili  le za primerjavo T celičnega 
odziva z vzorci otrok, ki so bili cepljeni proti noricam. Bolj pa smo se osredotočili na 
vzorce cepljenih otrok. 
 
Preglednica 2: Podatki o imunokompromitiranih otrocih z juvenilnim idiopatskim artritisom, ki niso 
bili cepljeni proti noricam, a so le te preboleli (JIA = juvenilni idiopatski artritis, HSP = Heoch Schonlein 











4.2 T CELIČNI ODZIV 
T celični odziv smo določali glede na deleže posameznih površinskih in znotrajceličnih 
označevalcev imunskih celic in citokinov, ki smo jih izmerili s pretočnim citometrom, po 
stimulaciji s peptidi HHV-3. 
V preglednici 3 in 4 so predstavljeni deleži aktiviranih CD69+ (CD69 je zgodnji 
označevalec, ključen za aktivacijo imunskega odziva) limfocitov T (CD3+), citotoksičnih 
limfocitov T (CD8+) in T celic pomagalk (CD4+), ki izločajo IFN-γ. V preglednici 3 gre 
za vzorce istih otrok, kot v preglednici 1 (otroci, ki so bili cepljeni proti noricam) in v 
preglednici 4, gre za vzorce istih otrok, kot v preglednici 2 (otroci, ki niso bili cepljeni 
proti noricam in so norice preboleli). Vrednosti v preglednicah 3 in 4 so razlika izmerjenih 
vrednosti vzorcev, stimuliranih s peptidi HHV-3 (v odstotkih) in izmerjenih vrednosti 
negativne kontrole (v odstotkih). Te vrednosti so bile ključne pri interpretaciji – ali gre za 
T celični odziv na norice, ali ne. Pozitivne vrednosti so pomenile, da je bil odziv na virusne 
Vzorec Diagnoza Leto rojstva  Terapija 
1 JIA 2003 Metotreksat 
2 HSP 2009 ni podatka 
3 JIA 2005 Enbrel 
4 JIA 2008 Enbrel 
5 JIA 2001 Remicade 
6 JIA 2011 Enbrel 
7 JIA 2012 Metotreksat 
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peptide večji kot pri negativni kontroli, torej da je prišlo do odziva na virusne peptide, 
medtem ko so negativne vrednosti pomenile, da je bil odziv na virusne peptide manjši kot 
pri negativni kontroli, torej ni prišlo do imunskega odziva na virusne peptide. 
 
Preglednica 3: Razlika izmerjenih vrednosti celičnih in citokinskih označevalcev (v odstotkih) med 
vzorci stimuliranimi s peptidi humanega herpes virusa 3 (HHV-3) in negativno kontrolo ter 











T celični odziv na 
virusne peptide 
1a 0,00 - 0,21 -0,21 NE 
1b -0,28 -1,64 -1,92 NE 
1c -0,36 -0,41 -0,77 NE 
2 4,18 0,36 4,54 DA 
3 0,24 0,00 0,24 DA 
4 0,10 0,05 0,15 DA 
5a -0,16 -0,11 -0,26 NE 
5b -0,36 -1,42 -1,78 NE 
6 0,11 0,15 0,16 DA 
7 0,12 0,54 0,66 DA 
8 0,08 -0,04 0,04 DA/NE 
9 0,47 -0,10 0,37 DA 
10 0,46 -0,65 -0,20 DA/NE 
11 0,06 -0,05 0,01 DA 
Povprečje 0,33 -0,25 0,12  
 SD 1,14 0,62 1,49 
Iz preglednice 3 je razvidno, da se je pri 7 od 11 otrok (63 %), po cepljenju proti noricam, 
izoblikoval učinkovit T celični odziv na peptide HHV-3, kar nakazujejo pozitivne 
vrednosti v preglednici. Vidimo, da pri 2 od 11 otrok do odziva na peptide HHV-3 ni 
prišlo, saj smo v preglednici dobili negativne vrednosti. Pri 2 otrocih pa se, glede na 
pridobljene podatke, nismo mogli opredeliti, če je prišlo do odziva na peptide HHV ali ne.  
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Preglednica 4: Razlika izmerjenih vrednosti celičnih in citokinskih označevalcev (v odstotkih) med 
vzorci stimuliranimi s peptidi humanega herpes virusa 3 (HHV-3) in negativno kontrolo ter 
ugotavljanje T celičnega odziva na podlagi pridobljenih podatkov - pri otrocih, ki so niso bili cepljeni 










T celični odziv na 
virusne peptide 
1 0,23 0,00 0,23 DA 
2 0,03 0,12 0,15 DA 
3 0,06 0,15 0,21  DA 
4 0,13 0,05 0,18 DA 
5 0,05 0,01 0,05 DA 
6 0,12 0,03 0,15 DA 
7 0,12 0,03 0,15 DA 
Povprečje 0,11 0,06 0,16  
SD 0,07 0,06 0,06 
 
Vrednosti vseh 7 otrok v preglednici 4 so pozitivne, kar pomeni, da se je pri otrocih, ki so 
norice uspešno preboleli, izoblikoval učinkovit T celični odziv na peptide HHV-3. 
S T testom smo izračunali, če obstajajo statistično značilne razlike v aktivaciji posameznih 
imunskih celic, med cepljenimi (11 otrok, preglednica 3) in necepljenimi otroci, ki so 
preboleli norice (7 otrok, preglednica 4). P vrednost je bila pri primerjavi CD4+ CD69+ 
IFN-γ+ 0,42, pri primerjavi CD8+ CD69+ IFN-γ+ 0,13 in pri primerjavi CD3+ CD69+ 
IFN-γ+ 0,95, kar pomeni, da v nobenem primeru ni bilo statistično značilnih razlik.  
V nadaljevanju smo se osredotočili le na 11 otrok, ki so bili cepljeni proti noricam (njihovi 
splošni podatki in podatki o protitelesnem odzivu, so predstavljeni v preglednici 1, podatki 
o T celičnem odzivu pa v preglednica 3). Pogledali smo različne primerjave med vzorci 
cepljenih otrok, ki so grafično predstavljene v nadaljevanju. 
Na sliki 9 je predstavljena primerjava aktiviranih citotoksičnih T celic, ki izločajo IFN-γ 
med vzorci proti noricam cepljenih otrok (11 otrok), ki smo jih stimulirali s peptidi HHV-3 
ter vzorci istih otrok, ki smo jih stimulirali z dvema pozitivnima kontrolama (SEB in 
PMA+ionomicin). Na sliki 10 je predstavljena enaka primerjava aktiviranih T celic 
pomagalk, ki izločajo IFN-γ. 
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Slika 9: Primerjava odstotkov aktiviranih citotoksičnih T limfocitov, ki izločajo interferon γ  
(CD8+CD69+IFN-γ+) pri vzorcih proti noricam cepljenih imunokompromitiranih otrok z 
juvenilnim idiopatskim artritisom (11 otrok), ki smo jih stimulirali s peptidi humanega herpes 
virusa 3 (HHV-3) ter vzorci istih otrok, ki smo jih stimulirali z dvema pozitivnima kontrolama 
[stafilokokni enterotoksin B (SEB) in forbol miristat acetat (PMA)+ionomicin (IONO)] 
(Podatki so predstavljeni s pomočjo grafov »box and whisker plot«, kjer zgornja črta v modrem 
okvirčku predstavlja prvi kvartil, spodnja črta tretji kvartil, srednja črta srednjo vrednost, križec 
povprečno vrednost, črtica na koncu zgornje podaljšane črte najvišjo vrednost in črtica na koncu 
spodnje podaljšane črte najnižjo vrednost.) 
Slika 10: Primerjava odstotkov aktiviranih T celic pomagalk, ki izločajo interferon γ   
(CD4+CD69+IFN-γ+) pri vzorcih proti noricam cepljenih imunokompromitiranih otrok z 
juvenilnim idiopatskim artritisom (11 otrok), ki smo jih stimulirali s peptidi humanega herpes 
virusa 3 (HHV-3) ter vzorci istih otrok, ki smo jih stimulirali z dvema pozitivnima kontrolama 
[stafilokokni enterotoksin B (SEB) in forbol miristat acetat (PMA)+ionomicin (IONO)] 
(Podatki so predstavljeni s pomočjo grafov »box and whisker plot«, ki sem ga opisala pri sliki 9.) 
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Iz slike 9 je razvidno, da je bil manjši odstotek aktiviranih citotoksičnih T limfocitov, ki 
izločajo IFN-γ, pri cepljenih otrocih z JIA (11 otrok), ki smo jih stimulirali s peptidi HHV-
3, kot pri vzorcih istih otrok, ki smo jih stimulirali s pozitivnima kontrolama SEB in PMA 
+ ionomicin. Največji odstotek aktiviranih citotoksičnih T limfocitov, ki izločajo IFN-γ, je 
bil pri stimulaciji s pozitivno kontrolo PMA + ionomicin. 
Iz slike 10 lahko vidimo, da je bil odstotek aktiviranih T celic pomagalk, ki izločajo IFN-γ, 
pri vzorcih cepljenih otrok z JIA (11 otrok), ki smo jih stimulirali s peptidi HHV-3 večji 
kot pri vzorcih istih otrok, ki smo jih stimulirali s pozitivno kontrolo SEB in manjši kot pri 
vzorcih istih otrok, ki smo jih stimulirali s pozitivno kontrolo PMA + ionomicin. Tudi pri 
aktiviranih T celicah pomagalkah, ki izločajo IFN-γ, je bil odstotek največji pri stimulaciji 
s pozitivno kontrolo PMA + ionomicin.  
V preglednici 5 so predstavljene še P vrednosti T testov, kjer smo ugotavljali, če med 
vzorci cepljenih otrok z JIA, ki smo jih stimulirali s peptidi HHV-3, negativno in 
pozitivnima kontrolama obstajajo statistične razlike v odstotkih aktiviranih citotoksičnih T 
limfocitov, ki izločajo IFN-γ (grafi na sliki 9) in odstotkih aktiviranih T celic pomagalk, ki 
izločajo IFN-γ (grafi na sliki 10). 
 
Preglednica 5: P vrednosti T testov – primerjava odstotkov aktiviranih citotoksičnih T limfocitov, ki 
izločajo IFN-γ in primerjava odstotkov aktiviranih T celic pomagalk, ki izločajo IFN-γ po stimulaciji s 
peptidi humanega herpes virusa 3 (HHV-3) s pozitivnima in negativno kontrolo ter primerjava 









Iz preglednice 5 je razvidno, da so statistično značilne razlike med vzorci cepljenih otrok, 
ki smo jih stimulirali s peptidi HHV-3 in vzorci cepljenih otrok, ki smo jih stimulirali s 
pozitivno kontrolo PMA + ionomicin. Prav tako so bile statistično značilne razlike med 
vzorci, ki smo jih stimulirali s pozitivno kontrolo PMA + ionomicin in  negativno kontrolo. 
Medtem, ko so bile pri stimulaciji vzorcev s pozitivno kontrolo SEB, statistično značilne 
razlike le pri primerjavi s stimulacijo vzorcev s peptidi HHV-3 pri aktiviranih citotoksičnih 
T limfocitih, ki izločajo IFN-γ, enaka primerjava pri aktiviranih T celicah pomagalkah, ki 




HHV-3 : K+ SEB 0,035 0,247 
HHV-3 : K+ PMA+ionomicin 0,002 0,009 
K+ SEB : K- 0,285 0,479 
K+ PMA+ionomicin : K- 0,009 0,002 
HHV-3 : K- 0,141 0,414 
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značilnih razlik pri primerjavi med stimulacijo vzorcev s SEB in negativno kontrolo. Do 
statistično značilnih razlik ni prišlo tudi pri primerjavi stimulacije vzorcev s HHV-3 z 
negativno kontrolo. 
Na sliki 11 je predstavljen citokinski odziv citotoksičnih limfocitov T pri otrocih, ki so bili 
cepljeni v zadnjem letu (3 otroci), v primerjavi z citokinskim odzivom otrok, ki so bili 
cepljeni že pred več kot enim letom (8 otrok). Podatki o prejemu zadnjega odmerka cepiva 



















Iz slike 11 je razvidno, da pri citotoksičnih T limfocitih ni statistično značilnih razlik v 
izločanju citokinov IFN-γ in IL-2 med otroci, ki so bili cepljeni proti noricam v zadnjem 
letu in otrocih, ki so bili cepljeni proti noricam pred več kot enim letom. 
Na sliki 12 je predstavljen citokinski odziv T celic pomagalk pri otrocih, ki so bili cepljeni 
v zadnjem letu (3 otroci), v primerjavi z citokinskim odzivom otrok, ki so bili cepljeni že 
pred več kot enim letom (8 otrok). Podatki o prejemu zadnjega odmerka cepiva pri otrocih 
so predstavljeni v preglednici 1.  
Slika 11: Primerjava citokinskega odziva citotoksičnih limfocitov  T pri 
imunokompromitiranih otrocih z juvenilnim idiopatskim artritisom (JIA), ki so bili cepljeni 
proti noricam v zadnjem letu (3 otroci) in imunokompromitiranih otrocih z JIA, ki so bili 
cepljeni proti noricam  pred več kot enim letom (8 otrok) 
(Podatki so predstavljeni s pomočjo grafov »box and whisker plot«, ki sem ga opisala pri sliki 9. V 
okvirčkih nad grafom, so P vrednosti T testa, ki smo jih dobili s primerjavo otrok, cepljenih v 
zadnjem letu in otrok, cepljenih pred več kot enim letom) 
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Iz slike 12 je razvidno, da je do statistično značilne razlike med otroci, ki so bili cepljeni v 
zadnjem letu in otroci, ki so bili cepljeni pred več kot enim letom, prišlo pri T celicah 
pomagalkah, ki izločajo IL-2 in ne izločajo IFN-γ. Otroci, ki so bili cepljeni v zadnjem 
letu, imajo več CD4+IFN-γ-IL-2+ celic kot otroci, ki so bili cepljeni pred več kot enim 
letom. Pri T celicah pomagalkah, ki izločajo IFN-γ in IL-2 ter T celicah pomagalkah, ki 
izločajo IFN-γ in ne izločajo IL-2 ni bilo statistično značilnih razlik med otroci, cepljenimi 
v zadnjem letu in otroci, ki so bili cepljeni pred več kot enim letom. 
Zanimali so nas tudi regulatorni markerji, ki imajo vlogo pri negativni regulaciji 
imunskega odziva, in sicer CD152, ki prenaša signal za zaviranje aktivacije T limfocitov in 
CD279, ki prav tako preprečuje aktivacijo T limfocitov, tako da povzroča njihovo 
apoptozo. 
Na sliki 13 smo primerjali izražanje CD152 in CD279 pri otrocih, ki so bili cepljeni v 
zadnjem letu (3 otroci) in otrocih, ki so bili cepljeni pred več kot enim letom (8 otrok). 
  
Slika 12: Primerjava citokinskega odziva T celic pomagalk pri imunokompromitiranih otrocih z 
juvenilnim idiopatskim artritisom (JIA), ki so bili cepljeni proti noricam v zadnjem letu (3 
otroci) in imunokompromitiranih otrocih z JIA, ki so bili cepljeni proti noricam pred več kot 
enim letom (8 otrok) 
(Podatki so predstavljeni s pomočjo grafov »box and whisker plot«, ki sem ga opisala pri sliki 9. V 
okvirčkih nad grafom so P vrednosti T testa, ki smo jih dobili s primerjavo otrok, cepljenih v zadnjem 
letu in otrok, cepljenih pred več kot enim letom) 
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Na sliki 14 pa smo primerjali izražanje CD152 in CD279 pri otrocih za katere smo ocenili, 
da so se pozitivno odzvali na virusne peptide in izoblikovali učinkovit T celični odziv (7 
otrok) in otrocih, ki niso razvili T celičnega odziva na virusne peptide (2 otroka). Če je 
prišlo do učinkovitega T celičnega odziva pri otrocih, ki so bili cepljeni proti noricam, smo 
ocenili na podlagi razlik med vzorci otrok, ki smo jih stimulirali s peptidi HHV-3 in vzorci 
istih otrok, ki smo jih stimulirali z negativno kontrolo, kjer so pozitive vrednosti pomenile, 
da je prišlo do T celičnega odziva in negativne vrednosti, da ni prišlo do T celičnega 
odziva. Podatki o učinkovitosti T celičnega odziva otrok, ki so bili cepljeni proti noricam, 
so predstavljeni v preglednici 3. 
  
Slika 13: Primerjava izražanja zaviralnih receptorjev pri imunokompromitiranih otrocih z 
juvenilnim idiopatskim artritisom (JIA), cepljenih proti noricam v zadnjem letu (3 otroci) in 
imunokompromitiranih otrocih z JIA, ki so bili cepljeni proti noricam pred več kot enim letom 
(8 otrok)  
(Podatki so predstavljeni s pomočjo grafov »box and whisker plot«, ki sem ga opisala pri sliki 9. V 
okvirčkih so P vrednosti T testov, kjer smo med seboj primerjali vrednosti otrok, cepljenih v zadnjem 
letu in vrednosti otrok, cepljenih pred več kot enim letom.) 
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Na sliki 13 vidimo, da ni statistično značilnih razlik v izražanju zaviralnih receptorjev 
CD152 in CD279 med otroci z JIA, ki so bili cepljeni v zadnjem letu in otroci, ki so bili 
cepljeni pred več kot enim letom. In prav tako ni statistično značilnih razlik v izražanju 
regulatornih markerjev CD152 in CD279 med otroci z JIA, ki so se po cepljenju odzivali 
na peptide HHV-3 in otroci, ki se po cepljenju niso odzivali na peptide HHV-3, kar je 
razvidno iz slike 14. 
  
Slika 14: Primerjava izražanja zaviralnih receptorjev pri imunokompromitiranih otrocih z 
juvenilnim idiopatskim artritisom (JIA), ki so bili odzivni na cepljenje proti noricam (7 otrok) 
in imunokompromitiranih otrocih z JIA, ki niso bili odzivni na cepljenje proti noricam (2 
otroka) 
(Podatki so predstavljeni s pomočjo grafov »box and whisker plot«, ki sem ga opisala pri sliki 14. V 
okvirčkih so P vrednosti T testov, kjer smo med seboj primerjali vrednosti otrok, ki so bili odzivni na 
cepljenje in vrednosti otrok, ki niso bili odzivni na cepljenje. ) 
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V tem poglavju bomo podali komentarje o izsledkih naše raziskave, glede na podatke v 
literaturi, hipoteze in namen našega dela. 
 
5.1 VARNOST IN UČINKOVITOST CEPIVA PROTI NORICAM PRI OTROCIH Z 
JUVENILNIM IDIOPATSKIM ARTRITISOM (JIA) 
Primarna okužba z noricami je zelo nalezljiva bolezen, ki se pojavlja po vsem svetu in je 
edemična v mnogih državah (Pileggi in sod., 2010). Poleg tega je virus vseživljenjsko 
prisoten v telesu in ob oslabitvi imunskega sistema lahko pride do njegove ponovne 
aktivacije in razvoja pasavca (Schub in sod., 2014). Nadzorni ukrepi za zmanjšanje te 
okužbe vključujejo univerzalno cepljenje proti noricam, s katerim zmanjšamo resne zaplete 
pri tej bolezni, ki se pojavljajo predvsem pri imunokomprimiranih osebah, kamor sodijo 
tudi otroci z revmatskimi boleznimi, kot je JIA in drugimi kroničnimi boleznimi. 
Učinkovita zdravila za zdravljenje JIA so antirevmatična zdravila (DMARDs), 
kortikosteroidi in biološka zdravila. Ta zdravila kontrolirajo vnetje in antirevmatične 
mehanizme, vendar hkrati povzročajo tudi različno stopnjo imunosupresije (Pileggi in sod., 
2010). 
Čeprav ni dvoma o tem, da zdravljenje z visokimi odmerki anti-revmatičnih zdravil 
povzroča večjo dovzetnost za infekcije, zlasti virusne kot so norice, ni enotnega mnenja o 
tem katera je minimalna doza anti-revmatičnega zdravila, ki bi lahko povzročila klinično 
pomembno imunosupresijo (Pileggi in sod., 2010). Tudi zdravniki imajo zelo različna 
mnenja in klinično prakso glede cepljenja otrok z JIA. Še večji je strah pred cepljenjem z 
živimi cepivi (Silva in sod., 2010). To pomanjkanje podatkov sili proizvajalce cepiv, da 
svetujejo previdnost in ne priporočajo cepljenja z živimi cepivi pri bolnikih, ki prejemajo 
ta zdravila. Vendar pa je veliko bolnikov, ki prejemajo anti-revmatična zdravila in so zato 
v veliki nevarnosti, da zbolijo za okužbami kot so norice. Bolniki z JIA so otroci, kar 
pomeni, da so še sploh izpostavljeni noricam, ki lahko privedejo do številnih resnih 
zapletov (Pileggi in sod., 2010).  
Obstajajo poročila o resnih škodljivih primerih po cepljenju imunokompromitiranih 
bolnikov z živimi cepivi, ampak ta niso povezana z bolniki z revmatičnimi boleznimi. 
Poleg tega je npr. razmerje med tveganjem in koristmi, pri bolnikih z rakom imunskega 
sistema, bolj v smer koristi, kar vodi v rutinsko cepljenje v večini držav. Tudi v 
priporočilih za bolnike z revmatoidnim artritisom, ki prejemajo DMARDs, ni navedeno nič 
proti uporabi živih cepiv. In prav tako svetovalni odbor o smernicah za cepljenje ne 
odsvetuje cepljenja z živimi oslabljenimi cepivi pri bolnikih z vnetnimi boleznimi, ki 
prejemajo nizke odmerke metotreksata, azatioprina ali kortikosteroidov (manj kot 20 
mg/dan) (Pileggi in sod., 2010).  
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Obstaja le malo objavljenih študij o varnosti cepljenja mladih z revmatičnimi obolenji. 
Vendar tiste, ki so nakazujejo na to, da je cepljenje proti noricam varno. Npr. cepljenje 
proti ošpicam, mumpsu in rdečkam z živimi cepivi je varno tudi pri tistih, ki prejemajo 
anti-revmatična zdravila. Prav tako študije o cepljenju z neživimi cepivi (cepivo proti gripi, 
hepatitisu, meningokokno cepivo...) niso pokazale sprememb aktivnosti bolezni pri 
bolnikih z JIA (Pileggi in sod., 2010). 
Cepivo proti noricam se je izkazalo za varno v skupini otrok in mladostnikov z JIA in 
nekaterimi drugimi revmatskimi boleznimi, ki so prejemali metotreksat in kortikosteroide. 
Po cepljenju proti noricam ni bilo opaziti očitnih izbruhov noric in drugih neželenih 
stranskih učinkov. Pogostost noricam podobnega izpuščaja je bila sicer večja pri cepljenih 
otrocih z revmatskimi boleznimi, v primerjavi z zdravimi cepljenimi otroci, vendar je šlo 
za blag izpuščaj, kjer za zdravljenje ni bilo potrebnih zdravil. Prav tako ni prišlo do 
poslabšanja avtoimunskih bolezni in ni bilo potrebno povečati doze anti-revmatičnih 
zdravil. Pri otrocih z JIA je bilo število bolezensko aktivnih sklepov po cepljenju celo nižje 
kot pred cepljenjem pacientov (Pileggi in sod., 2010). 
Glede na podatke otrok z JIA cepljenih proti noricam lahko rečemo, da je cepljenje proti 
noricam varno (Toplak in Avčin, 2015). Za natančno potrditev te domneve bi sicer bilo 
potrebno opraviti še več študij, z večjim številom bolnikov, lahko pa rečemo, da je 
tveganje ob izpostavitvi noricam večje pri bolnikih, ki se ne cepijo (Pileggi in sod., 2010).   
Pri zdravih otrocih so bili po cepljenju prisotni višji titri protiteles, vendar smo pozitivne 
titre po cepljenju opazili tudi pri pacientih, predvsem so bili višji po prejemu drugega 
odmerka cepiva (Pileggi in sod., 2010).  
Izkazalo pa se je, da je tvorba specifičnih protiteles proti noricam heterogena in ni vedno 
zagotovila ustrezne zaščite proti noricam. Predvsem pa, da je bila v več primerih 
protitelesna zaščita prisotna po cepljenju, vendar je z leti nivo protiteles zelo upadel 
(Toplak in Avčin, 2015). 
Ker dolgoročno protitelesni odziv ne nudi zaščite pred noricami, nas je zanimalo kakšen je 
T celični odziv po cepljenju, ki bi lahko nadomestil protitelesni odziv. V študiji, kjer so 
ugotavljali celični in protitelesni odziv po cepljenju proti noricam, pri otrocih, ki so imeli 
transplantacijo jeter ali črevesja, so ugotovili, da je bil 12 tednov po cepljenju prisoten tako 
celični kot protitelesni odziv v podobni meri, tj. 86-87 % (Weinberg in sod., 2006). 
V naši raziskavi smo želeli ugotovili učinkovitost T celičnega odziva otrok z JIA, ki 
prejemajo imunomodulatorno terapijo. Metoda izolacije PBMC iz krvi teh otrok, s 
pomočjo fikola in njihova stimulacija s peptidi HHV-3 ter določanje T celičnega odziva, 
po inkubaciji PBMC in peptidov HHV-3, s pomočjo pretočnega citometra, na podlagi 
koncentracije posameznih zunaj in znotrajceličnih označevalcev imunskih celic in 
citokinov, se je izkazala za učinkovito pri ugotavljanju T celičnega odziva. Uspeli smo 
oceniti pri katerem izmed vzorcev otrok je prišlo do T celičnega odziva na peptide HHV-3 
in pri katerem ne.  
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Znotrajcelično barvanje citokinov in njihovo določanje s pretočno citometrijo je na splošno 
zelo dober test za oceno specifičnega imunskega odziva celic T in se pogosto uporablja za 
presojo učinkovitosti cepiv v fazi njihovega načrtovanja. Omogoča hkratno spremljanje 
proliferacije limfocitov ter ekspresije več citokinov naenkrat ter omogoča presojo več 
fenotipskih, diferenciacijskih in funkcionalnih parametrov, ki se nanašajo na T celični 
odziv (Smith in sod., 2015; Macchia in sod., 2013).  
Največji primanjkljaj v naši študiji je bil to, da nismo imeli negativne kontrole. Potrebno bi 
bilo zagotoviti enako veliko skupino zdravih otrok, ki so norice preboleli in primerjati vsak 
parameter posebej, da bi zanesljivo vedeli kaj pomeni normalen imunski odziv na virus in 
na podlagi tega določili učinkovitost T celičnega odziva imunokompromitiranih otrok z 
JIA. 
Po stimulaciji z virusnimi peptidi smo, pri predvidevanju ali dobljeni rezultati pomenijo 
učinkovit T celični odziv ali ne, največjo pozornost posvetili aktiviranim citotoksičnim T 
limfocitom, ki imajo na svoji površini aktivacijski faktor - glikoprotein CD69 in izločajo 
IFN-γ. CD69 je ena zgodnejših površinskih aktivacijskih molekul. Njena točna vloga v 
imunosti sicer še ni povsem jasna, vemo pa, da je nujno potrebna molekula za aktivacijo 
limfocitov. Torej CD69+ pomeni, da so celice odreagirale na virusne peptide in se 
aktivirale (Sancho in sod., 2004; van Rijt in sod., 2004). Spreminjanje profilov citokinov, 
ki jih izločajo limfociti T, v odgovor na fiziološke in ne-fiziološke imunomodulatorje, je 
pomemben za raziskovanje osnovne imunološke funkcije in bolezni, ki jih povzročajo 
patogeni (Jaimes in sod., 2011). V naši raziskavi smo se osredotočili predvsem na merjenje 
citokina IFN-γ, ki je eden izmed glavnih mediatorjev celično posredovane imunosti in 
sproža številne mehanizme celično posredovane imunosti (Goldsby in sod., 2000). 
Med sedmimi otroci, za katere smo sklepali pozitiven T celični odziv, so trije imeli 
negativen protitelesni odziv, pri dveh je z leti prišlo do upada protitelesnega odziva, za 
enega o protitelesnem odzivu nismo imeli podatka, eden pa je ohranil pozitiven protitelesni 
odziv. Ti otroci so zadnje cepivo prejeli od leta 2011 do leta 2016, od tega je bil le eden, ki 
je cepivo prejel v zadnjem letu, kar pomeni, da se je učinkovitost T celičnega odziva 
ohranila tudi dolgoročno. V tem primeru bi lahko sklepali, da je T celični odziv dolgoročno 
učinkovitejši od protitelesnega pri imunokompromitiranih otrocih, ki prejemajo biološko 
terapijo in obstaja možnost, da bi lahko nadomestil protitelesnega. Vsekakor pa bi bile, za 
potrditev te ugotovitve, potrebne še dodatne analize in študije na več primerih, predvsem 
pa primerjava rezultatov z negativno kontrolo zdravih otrok, ki so norice uspešno preboleli 
in imajo normalen imunski odziv.  
V študiji, kjer so primerjali VZV specifičen imunski odziv pri zdravih posameznikih in 
imunokompromitiranih posameznikih, so ugotovili, da je VZV specifična celična imunost 
precej boljša pri zdravih posameznikih. Prav tako imajo ljudje z normalnim imunskim 
odzivom višje titre specifičnih IgG protiteles proti VZV. Tudi pri zdravih ljudeh pa so se 
pojavljale razlike v učinkovitosti imunskega odziva pri različnih starostih. Najbolj 
učinkovit imunski odziv je bil v adolescenci (Schub in sod., 2014).  
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Pri vseh testiranih imunokompromitiranih otrocih z JIA, ki niso bili cepljeni proti noricam, 
vendar so le te uspešno preboleli, se je izoblikoval učinkovit T celični odziv na peptide 
HHV-3. To smo tudi pričakovali, saj se po uspešno preboleli okužbi izoblikuje učinkovit T 
celični odziv na norice, ki je vseživljenjsko prisoten (Vozelj, 2000).  
V večini primerov rezultati, pri imunokompromitiranih otrocih z JIA, ki so bili cepljeni 
proti noricam, nakazujejo na pozitivni T celični odziv. Kljub temu pa se, v 36 % 
testirancev, le ta ni izkazal za učinkovitega ali pa se na podlagi rezultatov nismo mogli 
opredeliti pri interpretaciji. Možno je, da je vzrok v imunski oslabelosti otrok in cepljenje v 
primerih, ko je imunski sistem preveč oslabljen, vseeno ni učinkovito. Ali pa je vzrok v 
pomanjkljivosti naše metode. Tudi za take ugotovitve bi bilo potrebno dolgoročnejše 
spremljanje pacientov, obsežnejša populacija in predvsem negativna kontrola zdravih 
otrok, ki so norice uspešno preboleli.  
Na sliki 9 in 10 je predstavljena primerjava med vzorci otrok, ki smo jih stimulirali s 
peptidi HHV-3 ter pozitivnima kontrolama SEB in PMA + ionomicin. S Student-ovim T 
testom smo preverili, če med stimulacijo s peptidi HHV-3 in kontrolami obstajajo 
statistično značilne razlike (preglednica 5). V raziskavi smo imeli tudi negativno kontrolo, 
vendar je nismo vključili v analizo, saj so bile statistične razlike med stimulacijo s peptidi 
HHV-3 in negativno kontrolo zelo majhne. V preglednici 5 tudi vidimo, da ni statistično 
značilnih razlik med stimulacijo vzorcev s peptidi HHV-3 in negativno kontrolo. Razlog 
zato so bili vzorci otrok z oslabljenim imunskim sistemom. V vseh primerih sploh ni prišlo 
do aktivacije imunskega odziva ali je bil le ta zelo šibek. Pozitivna kontrola PMA + 
ionomicin je zagotovila zelo močan imunski odziv, ki je bil, v primerjavi s stimulacijo s 
peptidi HHV-3, večji tako pri citotoksičnih T limfocitih kot pri T celicah pomagalkah. 
Tako primerjava stimulacije vzorcev s PMA + ionomicinom in peptidi HHV-3 kot 
primerjava stimulacije vzorcev s PMA + ionomicinom in negativno kontrolo je pokazala 
statistično značilne razlike (preglednica 5). Zato bi lahko rekli, da je PMA + ionomicin 
primerna pozitivna kontrola za ugotavljanje T celičnega odziva v naši raziskavi. SEB, 
standardna pozitivna kontrola, ki jo pogosto uporabljamo v rutinskih analizah, pri detekciji 
znotrajceličnih citokinov, je povzročila blažji imunski odziv. S T testom smo potrdili, da je 
bil T celični odziv na SEB, pri citotoksičnih T limfocitih, večji kot pri stimulaciji s peptidi 
HHV-3. T celični odziv na SEB, pri T celicah pomagalkah, pa se ni statistično razlikoval 
od T celičnega odziva pri  stimulaciji s peptidi HHV-3. Verjetno je tudi tukaj razlog v 
imunski oslabelosti otrok in posledično šibkejšemu odzivu CD4+ celic. Večjo pozornost 
pri določanju T celičnega odziva smo res posvetili CD8+ celicam. Vendar tudi tukaj ni 
prišlo do statistično značilnih razlik pri primerjavi stimulacije vzorcev s SEB in negativno 
kontrolo. Zato lahko rečemo, da SEB ni najbolj primerna pozitivna kontrola za 
ugotavljanje T celičnega odziva v naši raziskavi. 
Ugotovili so, da so CD8+ celice ena najpomembnejših komponent v T celičnem odzivu 
(Polić in sod., 1998). Lahko bi rekli, da so bolj občutljive na zunanje dejavnike, kot so 
virusne infekcije. Njihovo število je zelo povezano s številom z virusom okuženih ali 
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tumorskih celic. Če pade število teh celic, pade tudi število CD8+ celic (Catalfamo in sod., 
2011). 
 
5.2 CITOKINSKI ODZIV OTROK Z JIA PO CEPLJENJU PROTI NORICAM 
Ob prvem stiku z antigenom začnejo aktivirane CD4+ celice izločati citokin IL-2, ki 
spodbuja razmnoževanje in dozorevanje limfocitov. Posledica tega je tudi pojav 
membranskih receptorjev za IL-2 na limfocitih T, s katerimi se IL-2 poveže in spodbuja 
razmnoževanje in dozorevanje limfocitov. Od količine IL-2 sta odvisna jakost in obseg 
imunskega odziva. Ob dovolj dolgem spodbujanju T celic, se receptor za IL-2 odstrani iz 
površine T celic in poveže s prostim IL-2, kar prepreči njegovo interakcijo s celicami. Ob 
tem začne količina IL-2 upadati. IL-2 omogoča tudi nadaljnjo organizacijo imunskega 
odziva, npr. pospeši izločanje IFN-γ, ki je močen aktivator makrofagov. Glede na izločaje 
citokinov, lahko sklepamo tudi o fazi imunskega odziva. Za začetek imunskega odziva je 
značilna večja količina IL-2, IFN-γ pa se še ne izloča. Kasneje se začne izločati tudi IFN-γ 
in se nekaj časa izločata oba citokina, dokler količina IL-2 ne začne upadati in je prisoten 
le še IFN-γ (Vozelj, 2000; Abbas in sod., 1997).  
Na slikah 11 in 12 smo primerjali citokinski odziv otrok, ki so bili zadnjič cepljeni v 
preteklem letu ter otrok, ki so bili zadnjič cepljeni pred več kot enim letom. Na sliki 12 
lahko vidimo, da je, pri otrocih cepljenih v zadnjem letu, več T celic pomagalk, ki 
proizvajajo večje količine IL-2 in ne izločajo IFN-γ (P = 0,048). Če pogledamo graf (slika 
12) se zdi, da je pri otrocih, cepljenih pred več kot enim letom, očitno več T celic 
pomagalk, ki izločajo večje količine IFN-γ in ne izločajo IL-2. S T testom tega sicer nismo 
potrdili (P =0,113), vendar smo po pregledu podatkov sklepali, da so na tako P vrednost v 
veliki meri vplivali osamelci, ki so, pri tako majhni populaciji otrok, ki smo jo imeli, 
močno vplivali na rezultat. Mogoče bi se, ob večji populaciji otrok z JIA, pokazale 
statistično značilne razlike. Do statistično značilnih razlik v izločanju citokina IL-2 in IFN-
γ je prišlo le pri T celicah pomagalkah, ne pa tudi pri citotoksičnih T limfocitih (slika 11). 
Že zgoraj sem omenila, da IL-2 ob prvem stiku z antigenom izločajo bolj CD4+ celice, ki 
so zato tudi bolj pomembne pri izoblikovanju in usmerjanju T celičnega odziva v začetnih 
fazah. To lahko z našimi rezultati tudi potrdimo, saj CD8+ v zgodnjih fazah niso izločale 
večje količine IL-2, pri otrocih cepljenih v zadnjem letu. Druga stvar pa je ponovno slabši 
imunski odziv imunokompromitiranih otrok. Verjetno bi bile pri zdravih otrocih vseeno 
večje razlike pri izločanju citokinov, vsaj pri citotoksičnih limfocitih T, ki izločajo IFN-γ. 
Čeprav se večina študij pri ugotavljanju T celičnega odziva osredotoča na CD8+ celice, 
obstaja vedno več študij, ki pomembno pozornost posvečajo tudi CD4+ celicam 
(Vukmanovic-Stejic in sod., 2015; Polić in sod., 1998). Te celice se po navadi odzivajo na 
enake antigene kot CD8+ celice, hkrati pa se te celice pojavljajo v zelo visokem deležu in 
je njihov odziv zelo širok (Fuhrmann in sod., 2008; Kern in sod., 2002; Rentenaar in sod., 
2000). Njihovo število oz. proliferacija je celo bolj regulirana kot proliferacija CD8+, saj je 
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bolj pomembno ohranjanje točnega števila CD4+ celic (Catalfamo in sod., 2011).  Bolj so 
občutljive na spremembe v njihovem številu; ko se poveča število CD4+ celic, se zmanjša 
nastajanje oz. proliferacija novih CD4+ celic (Catalfamo in sod., 2011; Hung in sod., 
1998). Obstaja nekaj dokazov, da učinkovito imunsko kontrolo posredujejo CD4+ T celice, 
ki prevladujejo v spominskem odzivu na dolgi rok. Podobno kažejo prvi dokazi, pri 
bolnikih z oslabljenim imunskim sistemom, in sicer da se specifične CD4+ T celice zdijo 
bistvene pri zmanjšanju možnosti ponovne aktivacije VZV (Schub in sod., 2014).  
CD4+ in CD8+ celice imajo različne molekularne poti, ki vodijo do njihove aktivacije ob 
okužbi, prav tako pa so razlike v njihovi homeostatski ureditvi – njihovo število urejajo 
različni mehanizmi. Za uničevanje tujkov v telesu sta potrebni obe vrsti celic (Catalfamo in 
sod., 2011). 
 
5.3 POVRŠINSKI RECEPTORJI ZA INHIBICIJO IMUNSKEGA ODZIVA PRI 
OTROCIH Z JIA PO CEPLJENJU PROTI NORICAM 
Zanimali so nas tudi površinski markerji za anergijo, in sicer s citotoksičnimi T limfociti 
povezan antigen 4 (angl. cytotoxic T-lyphocyte-associated protein 4 - CTLA-4) oz. CD152 
in protein programirane celične smrti 1 (angl. programmed cell death protein - PD-1) oz. 
CD279. To sta molekuli, ključni za regulacijo imunskega odziva. Omogočata začetek 
produktivnega imunskega odziva in preprečujeta nastanek avtoimunosti. CD152 je 
inhibitorni receptor na limfocitih, CD279 pa protein, ki preprečuje aktivacijo T celic, tako 
da izzove njihovo programirano smrt (Ceeraz in sod., 2014).  
Za polno aktivacijo T celic in produkcijo citokinov so sočasno potrebni inhibitorni in 
stimulatorni receptorji. Izkazalo se je, da je uspešna proti tumorska terapija pri raku, 
inhibicija inhibitornih molekul imunskega sistema CD152 in CD279, ki sicer zavirajo 
delovanje imunskega odziva. S tem še bolj stimuliramo imunskih sistem, kar je ključno pri 
hitro rastočih rakastih celicah. Po drugi strani pa je, pri avtoimunskih revmatičnih 
boleznih, kot so revmatoidni artritis, sistemski lupus eritematozus, JIA, Sjogrenov 
sindrom, sistemska skleroza itd., ravno obratno. Tukaj bi bilo koristno še bolj spodbuditi 
inhibitorni molekuli CD152 in CD279, da bi zavrli imunski odziv in s tem povečali 
toleranco na lastne antigene (Ceeraz in sod., 2014). Vendar je, v veliko primerih, ravno s 
tem povezana virusna reaktivacija – najpogosteje pride do virusne reaktivacije ob 
zmanjšanju izražanja citokinov in povečanju izražanja CD152 in CD279, torej ob zaviranju 
delovanja imunskega odziva. Do zdaj je razumevanje funkcionalnih lastnosti VZV 
karakteristik specifične imunosti in njihova povezava z virusno kontrolo, pri zdravih 
posameznikih in bolnikih z VZV, omejena. Povečano znanje na tem področju bi bilo 
koristno, ker je analiza specifične celične imunosti vedno bolj pomembna kot dodaten 
diagnostičen pristop za usmerjanje in obvladovanje zapletov pri nalezljivih boleznih 
(Schub in sod., 2014).  
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Ravno zato smo pozornost posvetili tudi tema dvema receptorjema na limfocitih T, ki 
zagotavljata nadzor nad širitvijo specifičnih T celic, katerih število se, v odgovor na 
povišano virusno replikacijo, zelo poveča. Povišane vrednosti zaviralnih receptorjev so 
lahko tudi posledica raznih kroničnih in drugih bolezni, kjer neprestano poteka virusna 
replikacija ali imunskih bolezni, kjer gre za nenadzorovano izločanje citokinov ali 
delovanje imunskih celic. Učinkovit nadzor nad virusom je določen glede na količino 
prisotnih virusov in tudi glede na virusno specifično imunost (Schub in sod., 2014). 
Kot sem že omenila je glavna vloga CTLA-4 in PD-1 negativna regulacija imunskega 
odziva pri lastnih molekulah, s čimer preprečujeta avtoimunost. CTLA-4 ima večjo vlogo v 
zgodnjih fazah imunskega odziva, ob aktivaciji naivnih T celic in običajno deluje v 
bezgavkah, medtem ko ima PD-1 večjo vlogo v kasnejših fazah imunskega odziva in 
vpliva na predhodno aktivacijo limfocitov T v perifernih tkivih (Buchbinder in Desai, 
2016).   
Nismo pričakovali posebnih statistično značilnih razlik v izražanju zaviralnih receptorjev 
CTLA-4 in PD-1 med otroci, ki so bili cepljeni v zadnjem letu in otroci, ki so bili cepljeni 
pred več kot enim letom, kar smo potrdili tudi v naši študiji (slika 13). Pričakovali pa smo 
večje razlike med na cepljenje odzivnimi in na cepljenje neodzivnimi otroci (slika 14). In 
sicer, bi lahko bil CTLA-4 receptor, ki je bolj značilen za inhibicijo limfocitov T proti 
lastnim molekulam že v fazi njihovega nastanka, bolj izražen pri neodzivnih otrocih na 
cepljenje, ki nimajo izoblikovanega imunskega odziva. PD-1 receptor, ki pa je ključen pri 
aktivaciji limfocitov T, pa bi lahko bil bolj izražen pri otrocih, ki so odzivni na cepljenje, 
saj imajo že izoblikovan imunski odziv. Vendar se naši rezultati med odzivnimi in 
neodzivnimi otroci niso statistično razlikovali, zato te hipoteze ne moremo potrditi.  
V nadaljevanju bi se bilo smiselno osredotočiti na dolgoročnejše pozorno spremljanje 
posameznih pacientov, kjer bi celični imunski odziv merili že takoj po cepljenju. Imunski 
odziv bi bilo potrebno preverjati še več let po cepljenju, v rednih intervalih in hkrati 
spremljati potek avtoimunske bolezni JIA. Študijo bi bilo potrebno razširiti na večjo 
populacijo, da bi bili podatki bolj zanesljivi in pridobiti podrobnejše podatke o posameznih 
pacientih (o stanju bolezni, napredovanju bolezni, količini zdravil, ki jih prejemajo, koliko 
časa prejemajo zdravila, ali so pred/ po cepljenju zboleli še za kakšno drugo boleznijo itd.) 
ter na podlagi tega primerjati med seboj posamezne paciente. Lahko bi primerjali tudi 
imunski odziv v odvisnosti vrste in količine zdravil, ki jih otroci prejemajo. 
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Sklepi oz. temeljne ugotovitve, ki smo jih pridobili z raziskavo so: 
- Z metodo izolacije PBMC s pomočjo fikola, iz krvi otrok z JIA, ki prejemajo 
imunomodulatorno terapijo, njihove stimulacije in inkubacije s peptidi HHV-3 ter 
določanje T celičnega odziva na podlagi koncentracij zunaj in znotrajceličnih 
označevalcev imunskih celic in citokinov, ki smo jih določili s pretočno citometrijo, 
smo uspeli ugotoviti, pri katerem vzorcu otrok je prišlo do T celičnega odziva in pri 
katerem ne.  
- Za natančnejše ugotavljanje učinkovitosti T celičnega odziva bi potrebovali 
primerjavo z ustrezno negativno kontrolo – vzorce zdravih otrok, ki so norice 
uspešno preboleli. 
- Pri vseh testiranih imunokompromitiranih otrocih z JIA, ki niso bili cepljeni proti 
noricam, vendar so le te uspešno preboleli, je prišlo do T celičnega odziva na 
peptide HHV-3. Pri imunokompromitiranih otrocih z JIA, ki so bili cepljeni proti 
noricam, pa je prišlo do T celičnega odziva na peptide HHV-3 v 63%. Cepljenje 
imunokompromitiranih otrok z JIA torej omogoča razvoj T celičnega odziva, 
vendar se le ta ne izoblikuje nujno.  
- Imunokompromitirani otroci z JIA, ki so bili proti noricam cepljeni v zadnjem letu, 
imajo, po stimulaciji s peptidi HHV-3, več T celic pomagalk, ki izločajo IL-2 in ne 
izločajo IFN-γ. Imunokompromitirani otroci z JIA, ki so bili cepljeni pred več kot 
enim letom, imajo, po stimulaciji s peptidi HHV-3, več T celic pomagalk, ki 
izločajo IFN-γ in ne izločajo IL-2. Čeprav tega s T testom nismo potrdili sklepamo, 
da razlika med otroci, cepljenimi v zadnjem letu in otroci, cepljenimi pred več kot 
enim letom ni statistično značilna zaradi majhne populacije in prevelikega vpliva 
osamelcev. Ti rezultati nakazujejo na učinkovit citokinski T celični odziv. 
- Pri citotoksičnih limfocitih T ni bilo statistično značilnih razlik v izločanju 
citokinov med imunokompromitiranimi otroci z JIA, ki so bili proti noricam 
cepljeni v zadnjem letu in imunokompromitiranimi otroci z JIA, ki so bili proti 
noricam cepljeni pred več kot enim letom, česar nismo pričakovali. Sklepamo, da 
imajo T celice pomagalke pomembnejšo vlogo pri izoblikovanju imunskega odziva 
v začetnih fazah, sploh pri uravnavanju izločanja IL-2. 
- Ni bilo statistično značilnih razlik v izražanju zaviralnih receptorjev CTLA-4 in 
PD-1 med imunokompromitiranimi otroci z JIA, ki so po cepljenju izoblikovali T 
celični odziv in imunokompromitiranimi otroci z JIA, ki po cepljenju niso 
izoblikovali T celičnega odziva, čeprav smo pričakovali večjo izraženost receptorja 
CTLA-4 pri otrocih, ki nimajo izoblikovanega imunskega odziva in večjo 
izraženost receptorja PD-1 pri otrocih, ki že imajo izoblikovan imunski odziv. 
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Otroci z avtoimunsko boleznijo JIA prejemajo imunomodulatorno terapijo, ki zmanjšuje 
delovanje imunskega odziva, zato so zanje lahko usodne že okužbe, ki jih zdravi otroci 
prebolijo brez posledic. Marsikatero okužbo lahko učinkovito preprečimo s cepljenjem, 
vendar se moramo vprašati, kako se bo cepljenje obneslo pri neučinkovitem imunskem 
odzivu. V literaturi lahko najdemo več navedb, ki pričajo o tem, da v daljšem časovnem 
obdobju po cepljenju proti noricam ni prišlo do poslabšanja stanja JIA ali kakršnihkoli 
drugih težav. Glavni namen naše raziskave je bil vpeljava metode, s katero bi lahko 
ugotovili, če se po cepljenju otrok z JIA proti noricam izoblikuje T celični odziv.  
PBMC smo, s pomočjo fikola, izolirali iz periferne krvi imunokompromitiranih otrok z 
JIA, jih stimulirali s peptidi HHV-3 ter poskušali določiti T celični odziv na podlagi 
koncentracije zunaj in znotrajceličnih označevalcev posameznih imunskih celic in 
citokinov, ki smo jo merili s pretočnim citometrom.  
Iz rezultatov smo sklepali, da je cepljenje imunokompromitiranih otrok z JIA omogočilo 
razvoj T celičnega odziva, ki, v večini primerov, lahko zagotovi zaščito teh otrok, kljub 
imunski oslabelosti. Vseeno pa se le ta ni izoblikoval v vseh primerih. Pričakovano je, da 
prevelika oslabljenost imunskega sistema ne more več zagotoviti imunskega odziva in 
zaščite. Največja pomanjkljivost naše študije je bila to, da nismo imeli ustrezne negativne 
kontrole zdravih otrok, ki so norice uspešno preboleli. Le s primerjavo z zdravimi otroci, bi 
namreč lahko zanesljivo vedeli, če je bil T celični odziv na peptide HHV-3, ki se je 
vzpostavil dovolj učinkovit, da bi lahko zagotovil zaščito. Vseeno smo pridobili veliko 
koristnih informacij, ki nam lahko služijo kot smernice pri nadaljnjem delu. 
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